o

\\\\ UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
INSTITUTO DE BIOLOGIA

POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

PATRICIA COELHO DE VELASCO

IMPACTO DA RESTRICAO DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS NA
MANUTENCAO DAS CONEXOES RETINOTECTAIS DE ROEDORES

DISSERTACAO SUBMETIDA A UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
VISANDO A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE EM NEUROCIENCIAS

Niterol

1° semestre / 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



PATRICIA COELHO DE VELASCO

IMPACTO DA RESTRICAO DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS NA
MANUTENCAO DAS CONEXOES RETINOTECTAIS DE ROEDORES

Dissertacao submetida ao curso de pos-
graduacdo em  Neurociéncias do
Instituto de Biologia da Universidade
Federal Fluminense, como requisito
parcial para a obtencdo do tjtulo de
Mestre em Neurociéncias. Area de
concentracao: Neurobiologia.

Orientador: Prof° Dr. Claudio Alberto Serfaty

Niteroi

1° semestre / 2009



V 433

Velasco, Patricia Coelho de

Impacto da restri¢do de acidos graxos essenciais ha manuten
cdo das conexdes retinotectais de roedores./ Patricia Coelho de
Velasco.—Niter6i,RJ : [s.n.], 2009.

xxF.

Dissertacdo—(Mestrado em Neuroimunologia)—Universida
-de Federal Fluminense, 2009.

1. Projecdo retinotectal. 2. Plasticidade — Sistema visual. 3.
Coliculo superior. 4. Deficiéncia nutricional. I. Titulo.

CDD.: 591.48




PATRICIA COELHO DE VELASCO

IMPACTO DA RESTRICAO DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS NA
MANUTENCAO DAS CONEXOES RETINOTECTAIS DE ROEDORES

Dissertacado submetida ao curso de pos-
graduacdo em  Neurociéncias do
Instituto de Biologia da Universidade
Federal Fluminense, como requisito
parcial para a obtencao do tjtulo de
Mestre em Neurociéncias. Area de
concentracao: Neurobiologia.

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Daniela Uziel Rosental
UFRJ

Prof. Dr. Priscilla Oliveira Silva

UFF

Prof. Dr. Regina Célia Cussa Kubrusly
UFF

Prof. Dr. Paula Campello-Costa Lopes (Revisora e Suplente)
UFF



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Plasticidade Neural, do
Programa de Neurociéncias do Instituto de Biologia da Universidade Federal
Fluminense sob a orientac¢do do Prof’ Claudio Alberto Serfaty e na vigéncia de
auxilios concedidos pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq), Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino
Superior (CAPES), Fundacido de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
(FAPERJ) e PRONEX.



“Tenho em mim todos os sonhos do mundo”
Fernando Pessoa



Mais uma vez,

a minha avo, Irene Gongalves,

minha alma gémea, meu amor eterno.
Muitas Saudades.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, quero agradecer a Deus por me permitir completar
mais uma etapa da minha vida, me dando forca e coragem para enfrentar cada
momento rumo a minha vitéria.

Agradeco especialmente aos meus pais e a meu irmao Leonardo, por todo o
amor, dedicacao e apoio durante a caminhada pela conclusao do mestrado. Por
aglientarem todos os meus ataques de stress, os estudos nas madrugadas que
faziam com que minha mae me acompanhasse nos lanches as 3 da manha. Com
certeza, cada gesto de carinho recebido nos momentos mais importantes
significou o suporte necessario para se enfrentar todos os desafios.

A meu orientador, Claudio Alberto Serfaty, pela dedicacdo e a paciéncia
com as quais me recebeu em seu laboratoério, por acreditar na minha capacidade e
me instigar a alcancar objetivos cada vez mais altos. Os conhecimentos
transmitidos jamais serdo esquecidos e servirdo de base para as minhas
conquistas futuras. O Claudio é mais que orientador, é um amigo querido.

Agradeco também as professoras Paula Campello-Costa e Adriana
Melibeu, amigas queridas e especiais que me acompanharam todo esse periodo
contribuindo para o meu conhecimento e crescimento como pessoa. A professora
Priscila Oliveira Silva, espetaculo, queridissima, quero para sempre como amiga.
Aos professores Ronald Marques e Francisco Abreu, que acompanharam de perto
as minhas conquistas, presentes sempre que precisel.

A toda a minha ENORME familia, no tamanho e no coracio, por cada
minuto de companheirismo, cada palavra amiga na hora mais necessaria.
Agradeco aos primos André, Marcelo, Carol, Vanessa, Alexandre, Gabriela,
Sandra, Cristine, minha afilhadinha Natalia. A minha prima Ana Lucia, que
mesmo distante, ndo poderia estar mais perto. Amo essa vencedora e quero ser
ela quando crescer. Nao posso esquecer os pequenos, que amo de paixio.
Aproveitando, agradeco a minha “cunhadinha” Carol, psicéloga, amiga... ahh,
1Irma também, né??

Agradeco também ao mais recente Mestre em Educac¢ao, meu namorado

Jefferson da Costa Soares, por estar sempre presente durante mais esta jornada,



por acreditar em mim mais do que ninguém, por ter paciéncia e me compreender
quando mais precisei, por treinar comigo as apresentacoes, por todos os
conselhos. Obrigada por nunca duvidar do que eu sou capaz.

Aos meus amigos do laboratério, por todo o carinho com que me receberam
e pela ajuda que me foi dedicada para a realizacao durante todo o mestrado. Cada
pedacinho deste trabalho tem um pouco do carinho da Rachel, da alegria da
Aninha, da dedicacao do Pablo, da dogura da “Sheilita”, do companheirismo
rubro-negro do Henrique, da amizade da Leticia, do divertidissimo trio Flavio,
Carlos e Wandilson. Carol e Nat da iniciacao cientifica. Agradeco especialmente a
minha amiga e companheira no projeto, Patricia Rung, mais que importante na
realizacdo desse trabalho. A Tita, por toda a sua dedicacdo e carinho. Ao
Alecsandro e ao Seu Bernardino, pois sem eles nao poderia realizar um
tratamento tao prolongado com dietas tao diferentes.

As minhas amigas nutricionistas (e amigos nutricionistas também, mesmo
que poucos!), que enfrentaram comigo toda a graduacdo, acompanharam com
orgulho minhas conquistas e tenho certeza que agora compartilham minha
felicidade. Os sorrisos, conversas, e muitos momentos de alegria jamais serao
esquecidos. Tati, Flavia, Raquelzinha... Nosso quarteto sera fantastico sempre!!!

Aos meus amigos do Andrews, que entenderam cada auséncia minha, e que
algumas vezes, mesmo distantes, torceram pelo meu sucesso. A panela Bia,
Guilherme, Rafael, Peter, Cyntia e Flavia (duas vezes, hein? rsrs)

Finalmente, quero fazer um agradecimento mais do que especial a
professora e nutricionista, Monica Valle de Carvalho, por tudo o que me
proporcionou durante a minha vida académica, por acreditar na minha formacéao
e na minha capacidade, por investir em mim. Obrigada por todo carinho, como
minha professora, orientadora, amiga, e por me ensinar o valor da Nutricdo, e

que o profissional nutricionista é capaz de icar voos altos.



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.6.1
1.7
1.8
1.9

1.10
1.10.1

2.1
2.2
3.0
3.1
3.2
3.3

3.4

3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1

INTRODUGAO. ... 16
O SISTEMA VISUAL....ccitiiiiiiiieitete ettt ettt 17
COLICULO SUPERIOR.........vrviriimreirneineresssesseesssssssessssssssessssnssssaees 18
O MAPA RETINOTOPICO........cvomrirriimrireeieessseesssesesssesesssssssssessssessnees 20
O DESENVOLVIMENTO DAS PROJECOES RETINOTECTAIS.............. 22
MECANISMOS INDEPENDENTES DE ATIVIDADE ELETRICA........... 24
MECANISMOS DEPENDENTES DE ATIVIDADE ELETRICA................ 26
Papel dos Receptores para Glutamato..........ccccccoevieeireecicciinieneeeeeenne. 28
PERIODO CRITICO E PLASTICIDADE NO SISTEMA NERVOSO......... 30
PAPEL DOS MENSAGEIROS RETROGRADOS........oovoveeeeeeeeeeeeeenen. 34
ASPECTOS NUTRICIONAIS NO DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA 35
NERVOSO ...ttt ettt ettt ettt e e

ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS......coovioiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 36
Acidos Graxos Essenciais e Plasticidade Sinaptica.......cccvvvvvevvvennnnnns 43
OBJETIVOS.....c.ceeieeeeee ettt ettt et e et eeeaaeeeas 46
ODbJEtIVO GETAL.......eeiiiiiiiiiieiiiiieeeciiee ettt e ertee e e eee e e e et e e e eaareeeeenraeeeenns 46
ODbjetivos ESPECIIICOS. ... .uiieeieeeieeeieeeeeeeeeeceeeeeeeee e 46
METODOLOGITA...... .ottt et 48
DEELAS. .. 48
Tratamento dos animais........c.ccceerveiiriiieriiiieniiecee e 50

Estudo anterégrado das projecées retinotectais: inje¢do intraocular de 51
peroxidade (HRP 830%)..........ccccovvvuveieiiieieeeeeeeeeenn,

Estudo da plasticidade retinotectal em um modelo de lesdao de retina 52

EEIPOTAL....coiiiiiiiiiiieie e e

Perfusan € fIXAGCA0. ... ..uuvvvvvririririiiriiiieieetieetteeaieerraaerreeraaeraeeraaararereeraraaaa—————— 52
Processamento histolégico para HRP.........ccooooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiecciccccnnn, 53
Andlise das amOSEIaS. ......ccccueiiiiiiiiiiieiie e 54
Western Blotting........cocueiiiiiiiiiiiiiiieeeie e 57
Analise estatistica dos resultados...........ccceeeiviiiiiiiiiiiiiiiiiee 59
RESULTADOS......c.o oottt st 60

Efeitos da Restri¢io de Acidos Graxos Essenciais (AGE) na manutencgio 60
das conexfes no sistema retinotectal em animais adultos

JOVBIIS...coiiviiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeereeeeeeerrerraeereeeees



4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

5.2

5.3
5.4

5.5

Efeitos da Restricdo de Acidos Graxos Essenciais (AGE) na manutengéo
das conex6es no sistema retinotectal em animais na 6® semana pds-natal
(AAULLOS). ..ot

Analise da Regido Caudal do Coliculo Superior dos Animais DPN28 e

Efeitos da Restricio Nutricional dos AGEs na reorganizacio das
projecées ipsolaterais na plasticidade induzida por lesdo de
TEEITIA . ...eiiuiiieiiie ettt ettt ettt et bt e e sneeeens
Avaliacdo da expressdo das subunidades do receptor AMPA no coliculo
superior dos animais alimentados com as dietas AGE+ e AGE-
Papel dos acidos graxos essenciais na modulacdo da expressdo da
proteina associada ao crescimento GAP-43..............cooeeivivinenennn.
DISCUSSAOQ........coiiiiiiinrintitieieee st
RESTRICAO DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS ALTERA A
TOPOGRAFIA RETINOTECTAL......ooiiiiiieeiteieeeeee e
EFEITOS DOS ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS EM UM MODELO DE

PAPEL DOS LIPIDIOS BIOATIVOS NA PLASTICIDADE SINAPTICA

RESTRICAO NUTRICIONAL DE AGEs E IMPACTO NA EXPRESSAO
DAS SUBUNIDADES GLUR1 E GLUR2 DOS RECEPTORES AMPA......
EFEITOS DOS AGEs NA EXPRESSAO DA PROTEINA GAP-43
FOSFORILADA (DGAP43) ..ottt

CONCLUSOES. ..ottt e e e e e e e e et e s e e e eaeererenes
REFERENCIAS BIBLIOGRAFTICAS. .....ooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenna,

65

69

70

75

78

80
80

83

85
89

91

95
97



FIGURA 1

FIGURA 2
FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5

FIGURA 6
TABELA 1
FIGURA 7
FIGURA 8
FIGURA 9

LISTA DE ILUSTRACOES

Esquema mostrando a formacdo do nervo 6ptico e a representacio
dos centros visuais primarios

Representacéo da estrutura laminar do coliculo superior
Representacao do sistema visual de mamiferos

Esquema representativo da topografia retinotectal

Fotomicrografias de campo escuro do coliculo superior demonstrando
a formacao da topografia retinotectal

Figura esquematica do direcionamento axonal mediado por efrinas
Periodos Criticos de Desenvolvimento do SNC

Formacao das colunas de dominancia ocular

Efeitos da lesdo de retina temporal no coliculo superior

Esquema de elongacdo de dessaturacdo dos acidos graxos das

familias n-3 e n-6

FIGURA 10 Essencialidade dos acidos graxos essenciais

FIGURA 11 Esquema mostrando a sintese de eicosandides

FIGURA 12 Papel da via de acido araquidonico na manutencao da organizagao de

TABELA 2
TABELA 3

topografia retinotectal
Componentes basicos das dietas do grupo controle e grupo restri¢ao
Composicao centesimal das dietas utilizadas no tratamento dos

animais

FIGURA 13 Representacao dos trés tipos de dietas utilizados e seus respectivos

grupos experimentais

FIGURA 14 Representacao esquematica das analises realizadas

TABELA 4
TABELA 5

Composic¢ao do tampao de Homogeneizagao

Relacao de anticorpos utilizados

FIGURA 15 Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais de coliculo

superior (CS) de ratos DPN28 demonstrando os efeitos da restri¢io

nutricional de acidos graxos essenciais



FIGURA 16 Analises quantitativas dos efeitos dos acidos graxos essenciais na
estabilizacdo das projecoes ipsolaterais no coliculo superior de
animais DPN28

FIGURA 17 Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais de coliculo
superior (CS) de ratos DPN42

FIGURA 18 Histograma representando as analises dos efeitos dos acidos graxos
essencials na estabilizacdo das projecoes ipsolaterais no coliculo
superior de animais DPN42

FIGURA 19 Efeitos da restricdo de acidos graxos essenciais na regido caudal do
coliculo superior (CS) de animais adultos

FIGURA 20 Efeitos da restricio nutricional de acidos graxos essenciais na
reorganizacao das projecoes ipsolaterais em um modelo de lesao

FIGURA 21 Analise da densidade optica da regido subpial do coliculo superior
(CS)

FIGURA 22 Histogramas demonstrando o efeito da restricdo de acidos graxos
essenciais na reorganizacao das projecgoes retinotectais apés lesdo de
retina

FIGURA 23 Efeitos da restricdo de acidos graxos essenciais na expressio da
subunidade GluR1 do receptor AMPA

FIGURA 24 A restricdo de acidos graxos essenciais na expressdo da subunidade
GluR2 do receptor AMPA

FIGURA 25 Restricao nutricional cronica de acidos graxos essenciais na
expressio de GAP-43 fosforilada (pGAP-43)

FIGURA 26 Representacao da atividade retrégrada dos acidos graxos essenciais

e dos principais derivados lipidicos



@3

@6

AA
AGEs
(AGE+)
(AGE-)

LISTA DE ABREVIATURAS

Omega-3
Omega-6
Acido araquidonico

Acidos graxos essenciais

Grupo controle com alimentacao rica em acidos graxos essenciais

Grupo restrigdo com alimentacdo ausente em acidos graxos

essenciais

AGMI Acidos graxos monoinsaturados

AGPI
AIN-93
AMPAR
APV
Ca2+
CGR
COX
COX-2
CS
DHA

Acidos graxos poliinsaturados

American Institute of Nutrition Rodent Diets

Receptor do tipo a amino-5-metil-4-isoxalona propionato

2-amino-5-fosfovalerato

Calcio

Células ganglionares da retina
Ciclooxigenase

Ciclooxigenase 2

Coliculo superior

Acido docosahexaendico

DGLAAcido dihomogamalinolénico

DMSO
DNQX
DO
DPN
E14-E22
EPA
GAP-43
HRP
IC
LOX
LTP

Dimetilsulféxido

6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-dione

Densidade 6ptica

Dia pés-natal

Dia embrionario 14 a dia embrionario 22

Acido elcosapentaendico

Proteina associada ao crescimento neuritico de 43kDa
Peroxidase da raiz forte

Regiao intercluster

Lipooxigenase

Potenciacao de longa duracao



PKC
PLA2
PPSEs
RNA
SGS
SGS-1
SGI
SNC
SO
SZ
TMB
TTX
VCT

Depressao de longa duracgao
Molécula de direcionamento repulsivo
Metaloproteinase-9

Omega-3

Omega-6

Nucleo geniculado lateral
Receptor para N-metil-D-aspartato
Oxido nitrico

Oxido nitrico sintase

Fator de ativacgao plaquetaria
GAP-43 fosforilada

Prostaglandina

Prostaglandina E2

Proteina cinase A

Proteina cinase C

Fosfolipase A2

Potenciais pés-sinapticos excitatorios
Acido ribonucléico

Stratum griseum superficiale
Regido intermediaria do SGS
Stratum riseum intermediale
Sistema nervoso central

Stratum opticum

Stratum zonale
Tetrametilbenzidina

Tetrodoxina

Valor Calérico Total



RESUMO

O desenvolvimento dos circuitos sensoriais ocorre durante um periodo critico
onde a eliminacdo de sinapses inapropriadas e o remodelamento sinaptico dao
origem a mapas de representacdo da topografica. Estes mapas representam
circuitos neurais que sao mantidos por meio de mecanismos que interferem com a
estabilidade de sinapses. Dentre estes, os 4cidos graxos essenciais (AGEs) se
destacam como precursores de mensageiros retrogrados e que influenciam
sistemas de sinalizacdo e regulam a sintese e liberag¢ao de neurotransmissores. O
acido linoleico (0-6) e o acido a-linolénico (w-3) sdo considerados essenciais, visto
que a unica fonte disponivel é o consumo dietético. Esses acidos sao precursores
de 4cidos graxos poliinsaturados (AGPI) de cadeia longa, como o 4cido
araquidénico (AA) e o 4cido docosahexaendico (DHA), os quais sdo acumulados
durante o periodo fetal e no desenvolvimento infantil. Neste estudo, buscamos
avaliar os efeitos da restricdo neonatal de AGEs na formacéao e estabilizacdo das
conexoes no sistema visual. Fémeas de ratos pigmentados foram alimentadas por
5 semanas antes do acasalamento com um dieta controle (6leo de soja) ou com
uma dieta restrita em AGEs (6leo de coco). Apbés o nascimento, a ninhada foi
alimentada até o dia pés-natal 28 (DPN28) ou DPN42, quando receberam uma
inje¢do intraocular de HRP. A fim de avaliar o potencial de reorganizacao e
estabilidade dos axo6nios visuais, um grupo recebeu uma lesdo na periferia
temporal da retina em DPN21. A restricio de AGEs produziu um aumento
significativo na densidade éptica nas camadas superficiais do coliculo superior,
como resultado do espalhamento de marcacdo axonal externo as principais zonas
terminais. Na regido intermedidria do stratum griseum superficial (SGS),
observamos um aumento na densidade éptica de fibras em DPN28 e em DPN42.
Também foi observado aumento na densidade de fibras na regido ventral das
camadas visuais, indicando assim um espalhamento intralaminar destes axonios.
Apo6s a lesdo de retina contralateral, o grupo restrito em AGEs demonstrou
aumento no brotamento de axonios intactos no sitio de lesdo, quando comparado
com o grupo controle. Além disso, a restricdo de AGEs diminuiu a expressao de
pGAP-43 e aumentou a expressido das subunidades GluR1 e GluR2 do receptor
glutamatérgico AMPA. Os dados indicam que a restricao nutricional de AA e
DHA induz o rompimento na organizacio topografica e aumenta a capacidade
plastica dos axoOnios retinianos, consistente com o papel dos AGEs como
precursores de moduladores sinapticos envolvidos na estabilizacdo de conexodes
no sistema visual adulto.

Palavras-chaves: acidos graxos essenciais; mensageiros retrogrados; sistema
retinotectal; plasticidade sinaptica;



ABSTRACT

The development of sensory systems occurs during a critical period when
extensive axonal elimination and synaptic plasticity are involved in the
formation of topographical maps. Among the mechanisms of synaptic
maintenance, essential fatty acids (EFAs) appear as important retrograde
messengers, affecting signaling transduction systems and regulating
neurotransmitter synthesis and release. Linoleic acid (»-6) and a-linolenic (w-3)
are considered EFAs, since the dietary intake is the only source available. These
acids are precursors of long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFA), such as
arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA), which are accumulated
during fetal period and neonatal development. In the present study, we tested
the effect of EFAs restriction in the long-term stabilization of connections in the
visual system. Female pigmented rats were fed during 5 weeks before mating
with either a control (soy oil) or a restricted (coconut oil) diet. After birth, litters
were fed until postnatal day 28 (PND 28) or PND 42 when they received an
intraocular injection of HRP. Another group received a single retinal lesion at the
temporal periphery at PND 21. EFAs restriction produced a significant increase
in the optical density in the superficial layers of the superior colliculus, as a
result of axonal sprouting outside the main terminal zones. In the intermediate
aspect of the stratum griseum superficial (SGS) we observed an increase in
optical density of fibers at PND 28 and in PND 42. We also observed increased
fiber density in the ventral region of the visual layers indicating an intralaminar
sprouting as well. After a contralateral retinal lesion, the EFAs restricted group
displayed increased sprouting of intact axons at the lesion site as compared with
the control group. Moreover, EFAs restriction decreased pGAP-43 expression and
increased GluR1 and GluR2 subunits expression of the glutamate AMPA
receptor. The data indicate that food restriction of AA and DHA induces a
disruption in the topographical map organization and enhanced sprouting
capacity of retinal axons, consistent with a role for EFA as precursors of
stabilizing synaptic agents in the visual system of adult rats.

Key words: essential fatty acids; retrograde messengers; retinotectal system;
synaptic plasticity;
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1 INTRODUCAO

O cérebro em desenvolvimento depende, para a sua correta maturacao de
uma sequéncia de fenomenos como a proliferacdo celular, migracdo e
diferenciacdo, crescimento de prolongamentos neurais e formacdo de sinapses,
além de eventos que vao desde a eliminacdo programada de parte das células
inicialmente geradas, até a eliminacdo de axoOnios transitérios e restrigdo
sinaptica. Estes processos determinarido a especificacdo dos circuitos neurais
responsaveis pela percepc¢io dos sentidos e a coordenacio dos sistemas motores e
cognitivos que caracterizam o sistema nervoso maduro (Shatz, 1992). Portanto, o
desenvolvimento dos sistemas sensorials passa pela formacdo adequada dos
circuitos neurais, cujas conexoes adquirem, no decorrer do desenvolvimento pos-
natal, um alto padrao de especificidade topografica, uma condi¢ido essencial para
o processamento adequado de suas funcdes (Serfaty & Campello-Costa, 2008).
Uma das caracteristicas mais notaveis dos sistemas sensoriais é a sua
capacidade de representacao da superficie receptora no tecido neural, através do
ordenamento adequado entre axoénios originados de regiées vizinhas. A
organizacdo das conexdes em mapas topograficos é comum e pode ser observada
em mapas sensoriais somestésicos, mapas tonotépicos (para estimulos auditivos)
e mapas referentes ao campo visual (Lemke & Reber, 2005; McLaughlin &
O'Leary, 2005).
Durante o desenvolvimento de conexdes, geralmente os axonios
ultrapassam longas distancias e altera suas dire¢ées inimeras vezes antes de

alcancarem seus alvos apropriados (Garel & Rubenstein, 2004). Portanto,



17

mecanismos que envolvam o direcionamento axonal com o conseqiiente
refinamento das conexbes sdo necessarios durante os processos de formacio e
maturacdo cerebral (Chandrasekaran et al, 2005).

Um dos modelos que vem sendo extensamente utilizados para o estudo dos
mecanismos que contribuem para um ordenamento preciso das conexodes é o
sistema visual de mamiferos e animais nao-vertebrados. Este sistema apresenta
padrées de laminacdo e segregacao de populagées neuronais que se assemelham
aos padrdes encontrados em outros regides do SNC (Simon & O'Leary, 1992;

Goodhill & Richards, 1999; Yates et al, 2001).

1.1 O sistema visual

No sistema visual, as projecoes visuails primarias oriundas das células
ganglionares da retina (CGR) se dirigem ao tecto éptico (no caso de peixes,
anfibios e aves) ou ao nucleo geniculado lateral dorsal (NGL) e coliculo superior
(no caso de mamiferos). Os axénios das CGR provenientes dos dois olhos formam
0s nervos Opticos e se projetam em direcdo a base do mesencéfalo, onde cruzam a
linha média no quiasma éptico, de modo a alcancarem o encéfalo através do trato
optico. E no quiasma Optico que ocorre em mamiferos, a decussacao parcial das
projecoes originadas da retina nasal. Ja os axoOnios da retina temporal se
projetam de forma ipsolateral. A decussacio parcial permite que cada lado do
cérebro processe as informacdes de ambas as retinas no hemicampo visual
contralateral. A proporcdo de células com projecdo ipsolateral e contralateral

pode variar entre as espécies. (Schmidt & Tieman, 1985; Garel & Rubenstein,
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2004). No caso de roedores e outras espécies que apresentam olhos lateralizados,
95% das projegoes cruzam a linha média e projetam para o lado contralateral,
enquanto os 5% das projecdes restantes se mantém ipsolateralmente (Linden &
Perry, 1983).

Apoés atravessarem o quiasma Optico, as projecoes das CGR rumam em
direcdo aos alvos visuais subcorticais, onde vao estabelecer seus contatos

sindpticos de forma ordenada em camadas visuais especificas (FIGURA 1).
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FIGURA 1: Esquema demonstrando a formacido do nervo 6ptico pelas células ganglionares da
retina e a representacio dos centros visuais primarios em ratos. Axonios das células ganglionares
da retina terminam principalmente no coliculo superior. Abreviaturas: nervo o6ptico (ON),
quiasma o6ptico (QO), trato é6ptico (TO), pré-tectum (PT), coliculo superior (CS), nucleo
supraquiasmatico (NSQ), ntucleo geniculado lateral (NGL), coliculo inferior (CI), cerebelo (Cer),
tronco cerebral (TC). Adaptado de Heiduscha & Thanos, 2000.

1.2 Coliculo superior

O coliculo superior (CS) é um dos principais centros visuais subcorticais em
mamiferos, sendo suas funcgdoes mais definidas a integracdo visuomotora e o
controle dos movimentos sacaddicos (Isa & Saito, 2001; Nakahara et al, 2006). Em
roedores, o CS constitui-se o principal alvo retiniano, visto que todas as células
ganglionares da retina (CGR) estendem seus axénios para este ntcleo visual

(Linden & Perry, 1983).
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Com relacdo a sua localizagdo neuroanatomica, o CS encontra-se no tecto
do mesencéfalo e apresenta um padrao de organizacdo laminar disposto em
camadas, subdivididas em duas regides principais: a regido mais superficial,
composta por trés camadas relacionadas essencialmente ao processamento da
informacdo visual, o stratum zonale (S7), o stratum griseum superficiale (SGS) e
stratum opticum (SO) (FIGURA 2). O SZ é a menor camada superficial,
apresentando o menor numero de neuronios. O SGS é a principal camada pos-
sinaptica, onde se encontram os neuronios-alvo para os aferentes retinianos. O
SO é a camada mais ventral dentre as camadas visuais, e é por ela que os axénios

da retina trafegam antes de alcancar o SGS (Binns, 1999; Hilbig et al., 2000).

Y

FIGURA 2: Representacio da estrutura laminar do coliculo superior. As camadas superficiais,
stratum zonale (SZ), stratum griseum superficiale (SGS) e stratum opticum (SO) e a regifo mais
profunda, de integracdo de informacGes somatossensoriais e auditivas, que sdo stratum griseum
intermediale (SGI), stratum dlbum intermediale (SAD), stratum griseum profundum (SGP) e
stratum dlbum profundum (SAP) (Binns, 1999; Isa & Saito, 2001). Adaptado de (Parsons et al,
2001).
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Apesar das camadas superficiais e profundas serem descritas como
estruturas independentes por integrarem informacoes distintas, estudos ja
demonstraram a ocorréncia de transmissdo visual das areas mais superficiais
para a regido mais profunda, demonstrando assim a existéncia de mecanismos de

correlacdo interlaminares no CS (Mooney et al., 1992).

1.3 O mapa retinotopico

A maneira precisa com a qual o sistema nervoso funciona requer uma
apropriada interacio entre aferéncias pré-sinapticas e seus alvos pds-sindpticos.
Uma das caracteristicas dos padroes de conectividade axonal dos sistemas
sensoriais é sua organizacdo em mapas topograficos. Com o padrao de
organizacdo do sistema visual ja estabelecido, os axo6nios retinotectais
apresentam uma topografia organizada, em que a inervacao de seus alvos reflete
a organizagao das células da retina, ou seja, axonios de células ganglionares
adjacentes na retina ocuparao regides vizinhas na superficie do coliculo superior
(CS) (Garel & Rubenstein, 2004).

Os axonios das CGR da regido temporal da retina se projetam para a
regiao mais rostral do CS, enquanto que a regido nasal da retina inerva a area
mais caudal do coliculo (FIGURA 3). Dessa forma, a representacio da retina no
coliculo superior é caracterizada de forma que o eixo naso-temporal da retina que
projeta para o eixo antero-posterior do CS e o eixo dorso-ventral da retina projeta
para a regido latero-medial do CS (FIGURA 4) (Knoll & Drescher, 2002;

McLaughlin & O'Leary, 2005; Schulte & Bumsted-O'Brien, 2008).
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FIGURA 3: Representacdo do sistema visual de mamiferos. As projecoes das células ganglionares
da retina (CGR) sofrem decussacio parcial no quiasma 6ptico, de tal forma que as células da
retina temporal que ndo cruzam se estabilizam na regido rostral do coliculo superior (CS)
ipsolateral (verde), enquanto que as células da retina temporal cruzam quiasma O6ptico e se

projetam para a regido caudal do CS contralateral (vermelho). Adaptado de Kun-Liang Guan & Yi
Rao, 2003. (Guan & Rao, 2003)
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FIGURA 4: Esquema representativo da topografia retinotectal. As projecées das células
ganglionares da retina (CGR) se distribuem de forma organizada de modo que as CGR nasal se
projetam a para a regido caudal do tecto 6ptico, as projecoes das CGR temporais se projetam para
a regido rostral, as CGR dorsais se projetam para o tecto lateral e as CGR ventrais para a regido
medial do tecto. (Debsky e Cline, 2002)
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1.4 O desenvolvimento das projecoes retinotectais

O desenvolvimento da topografia retinotectal de roedores envolve uma
seqiiéncia de eventos. As células ganglionares da retina (CGR) de ratos sio
geradas entre os dias embriondrios 14 e 22 (E14 — E22) (Reese & Colello, 1992).
Estudos mostram que em E15 sido observados os primeiros cones de crescimento
no quiasma 6ptico (Horsburgh & Sefton, 1986). Em E16, as projecdes ja alcancam
a borda anterior do coliculo superior (CS) e em torno de E17 ja sdo detectadas as
primeiras sinapses. (Lund & Lund, 1976). Ao nascimento, o CS é considerado
uma estrutura ainda imatura, contendo pequenos corpos celulares uniformes e
agrupados em regides superficiais (Warton & Jones, 1985).

Apesar dos axonios das CGR atingirem as areas visuais cerebrals em
estagios iniciais do desenvolvimento essas projecoes encontram-se desordenadas.
Em um primeiro momento, arborizacées exuberantes sao grosseiramente
distribuidos pela superficie do CS. Nessa etapa, os axonios ipsolaterais da retina
arborizam-se de maneira desordenada ao longo dos eixos rostro-caudal e médio-
lateral do CS. Por volta da segunda semana pds-natal, as projecoes retinotectais
de roedores apresentam um desenvolvimento similar ao de animais adultos.
(Lund & Lund, 1976; Serfaty & Linden, 1994). Eventos regressivos como a morte
neuronal natural de CGR e a eliminac¢ao de sinapses transitorias irao permitir a
restricdo topografica dos terminais axonais ipsolaterais e contralaterais. Ao fim
da segunda semana péds-natal, os axonios referentes ao olho ipsolateral, que
correspondem a 5% das aferéncias no CS, convergem em pequenos aglomerados

no limite ventral do SGS e limite dorsal do SO, no terco anterior do coliculo
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(Serfaty & Linden, 1994) (FIGURA 5). J4 as projecdes do olho contralateral, que
correspondem a 95% das fibras, acabam por se sobrepor as projegoes ipsolaterais,
ocupando toda a extensdo das camadas visuais (Lund et a/, 1980; Hofbauer &

Drager, 1985).

FIGURA 5: Fotomicrografias de campo escuro do coliculo superior (CS) de ratos em cortes
coronais (A-D) ou parassagitais (E-F) demonstrando a formacdo da topografia retinotectal através
da progressiva restricdo das projegoes ipsolaterais no tergo anterior do CS. Animais receberam
injecdes intraoculares de peroxidase no dia pésmatal 0 (DPNO), periodo de intensa marcacio de
projecdes pelo CS (A e E); DPN3 (B); DPN5 (C e F); e DPN10 (D), periodo em que ja é observado a
formacao de aglomerados de marcacdo terminal na regido ventral do CS. (Serfaty e Linden, 1994).
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1.5 Mecanismos independentes de atividade elétrica

Durante as etapas de eliminag¢do de axonios transitorios e a formacao de
uma topografia rudimentar, os cones de crescimento presentes na extremidade
dos axoénios das células ganglionares da retina (CGR) interagem com moléculas
que atuam como pistas quimicas, influenciando na velocidade e direcao do
crescimento axonal aos seus alvos adequados. (Holt & Harris, 1993). A familia
dos receptores Eph e das efrinas sdo as moléculas descritas mais completas que
remetem o seu papel como moléculas de direcionamento axonal, sendo estas
relacionadas com mecanismos repulsivos/atrativos de orientacao dos axonios.
(Flanagan & Vanderhaeghen, 1998; Mellitzer et al, 2000; Knoll & Drescher,
2002; McLaughlin & O'Leary, 2005).

Estudos demonstraram que a disposi¢cao dessas moléculas em gradientes
complementares influencia o estabelecimento de mapas topograficos no sistema
retinotectal, pois os aferentes das CGR se distribuem primordialmente em funcao
do gradiente de concentracdo dessas moléculas (Drescher et al, 1997; Lemke &
Reber, 2005; McLaughlin & O'Leary, 2005) (FIGURA 6). No CS, as efrinas sdo
expressas num gradiente de posterior para anterior, suprimindo a formacio de
terminais de axonios originados da retina temporal, que expressam receptores
Eph na regido posterior desta estrutura (Goodhill & Richards, 1999; Mellitzer et

al, 2000; Yates et al, 2001; Schulte & Bumsted-O'Brien, 2008).
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FIGURA 6: Figura esquemaética do direcionamento axonal mediados por gradientes
complementares de concentracdo das efrinas no coliculo superior e de seus receptores (Ephs) na
retina. Em (A) notar a maior quantidade de efrinas-A no coliculo supeior (CS) caudal e de
receptores EphA presentes na retina temporal, causando a repulsdo das projegoes das CGR e
conseqiiente estabilizacdo na regido rostral do CS. Em (B) a representacio do eixo dorso-ventral.
O gradientes complementares de efrinas-B e de seus receptores EphB na retina e no CS denotam
que CGR provenientes da retina ventral se estabilizem na regifio dorsal do CS. (RUTHAZER E
CLINE, 2004)

Outras moléculas, também presentes em superficies celulares, como a
moléculas de direcionamento repulsivo e as semaforinas, também apresentam
importancia no direcionamento axonal (Goodhill & Richards, 1999; McLaughlin
& O'Leary, 2005). Além disso, proteinas da matriz extracelular interagem com
receptores da superficie celular, regulando eventos cruciais em diversos estagios
do desenvolvimento do SNC, como crescimento de neuritos, orientacao do cone de
crescimento e estabilizacdo sindptica (Dityatev & Schachner, 2003). A expressio
de proteinas como a laminina esta diretamente relacionada ao periodo de
maturacdo da topografia retinotectal, estando envolvida nos processos de
sinaptogénese e estabilizacdo sindptica no coliculo superior (Oliveira-Silva, 2003).

Oliveira-Silva (2007) demonstrou que o bloqueio da atividade da
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metaloproteinase-9 (MMP-9) inibe a formacdo de aglomerados de marcacio,
promovendo assim, a ruptura do mapa retinotdépico durante o periodo critico do
desenvolvimento de roedores. Os dados indicam que a MMP-9 tem papel
fundamental na estabilizacdo das conexdes retinotectais durante o periodo critico

(Oliveira-Silva et al, 2007).

1.6 Mecanismos dependentes de atividade elétrica

Apbés as projecoes das células ganglionares da retina (CGR) alcancarem a
superficie do coliculo superior (CS), com a subseqiiente formacio de uma
topografia rudimentar dependente da interacdo com moléculas atrativas e
repulsivas, essas conexoes serdo submetidas a um processo de refinamento, onde
o sistema alcanca uma sintonia fina. A topografia precisa das projecoes
retinofugais se desenvolve em decorréncia da reorganizacio uso-dependente das
arvores axonais, cujas ramificacoes exuberantes sdo eliminadas enquanto
ramificacoes que compartilham aspectos temporais de ativacdo com axonios
vizinhos, e que portanto, sdo mais aptos em ativar os terminais pds-sinapticos sao
mantidos em um processo reminiscente da sinapse Hebianna (Meyer, 1998;
Goodhill & Richards, 1999; Mrsic-Flogel et al, 2005). A atividade elétrica é,
portanto, requerida para o estabelecimento e a manutencdo das conexdes no
sistema retinotectal em desenvolvimento (Cline & Constantine-Paton, 1990).

Em mamiferos, ondas de atividade elétrica espontanea surgem antes
mesmo do nascimento e antecedem a experiéncia visual que ocorre apds a

abertura dos olhos (Holt & Harris, 1993; Wong et al, 1993; Ruthazer & Cline,
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2004). A atividade espontdnea parece ser necessaria para o rearranjo das
projecdes da retina no nucleo geniculado lateral (NGL), j4 que o bloqueio da
atividade com tetrodotoxina (TTX), uma toxina que se liga com alta afinidade a
canais de sdédio voltagem-dependentes, impede a segregacdo das CGR em
camadas olho-especificas (Shatz & Stryker, 1988; Wong et al., 1993).

Um estudo de Chandrasekaran (2005) demonstrou que a auséncia de
atividade espontanea rompe o padrao de refinamento das conexdes e manutencao
da topografia no CS de roedores. Somente entre DPN12-13 sdo detectadas
respostas evocadas no CS destes animais, periodo este que coincide com a
abertura dos olhos (Molotchnikoff & Itaya, 1993). Nao somente a atividade neural
parece ser importante, como também o padrao temporal de disparo sdo criticos
para determinar quais conexdes serdao retidas e fortalecidas e quais serao
enfraquecidas e eliminadas (Maffei & Galli-Resta, 1990; Meister et al, 1991;
Shatz, 1996; Shah & Crair, 2008).

A 1déia de que a atividade sincronizada é necessaria para a formacao de
mapas topograficos advém da observacdo de padrdes intimamente
correlacionados de CGR (Butts, 2002; Debski & Cline, 2002; Mrsic-Flogel et al,
2005). Células ganglionares adjacentes que disparam na mesma freqiiéncia
temporal, ao ativarem células pds-sinapticas, promovem a somacao de potenciais
pbs-sindpticos excitatérios (PPSEs), aumentando a eficiéncia da transmissio
sindptica (Constantine-Paton et al, 1990; Shatz, 1996; Cooper, 2005; Sjostrom et

al., 2008)
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1.6.1 Papel de Receptores para Glutamato

Os processos pelos quais a atividade elétrica induz o desenvolvimento de
topografia fina no sistema retinotectal estao relacionados a ativacio de receptores
pos-sinapticos envolvidos na neurotransmissao excitatéoria. Dentre estes, o
receptor para o N-metil-D-aspartato (NMDA) tem sido apontado como
importante, visto que as projecdes retinianas que chegam ao CS séao
predominantemente glutamatérgicas (Constantine-Paton et al, 1990; Lu &
Constantine-Paton, 2004). Os receptores NMDA sdo canais i6nicos que permitem
a condutancia de calcio somente quando ativados por ligante, o neurotransmissor
glutamato, e quando a membrana pds-sinaptica é suficientemente despolarizada
por estimulos excitatérios que perpassam pelo receptor AMPA/Kainato (Debski et
al, 1990; Feller, 2002). A atividade do receptor NMDA é requerida para
determinar a interacio e estabilizacdo das aferéncias retinianas com o seu alvo
apropriado (Cline & Constantine-Paton, 1990). Sendo assim, o receptor NMDA
(NMDAR) é responsavel pelo ordenamento topografico das fibras retinianas,
considerado um detector de coincidéncias (Debski & Cline, 2002; Ruthazer &
Cline, 2004). O NMDAR tem papel chave na inducio de formas especificas de
plasticidade sinaptica (Barry & Ziff, 2002).

A composicao das subunidades dos receptores NMDA é regulada durante o
desenvolvimento, sendo a subunidade NR2 determinante das propriedades
biofisicas e farmacologicas. Inicialmente, sdo compostos primordialmente pelas
subunidades NR2B, enquanto os receptores contendo a subunidade NR2A sao

observados em fases mais tardias (Townsend et al, 2004). A composicdo dos
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NMDAR presentes na membrana pode influenciar eventos de sinalizacao
intracelular, a insercdo de novos receptores, além de ser importante para os
processos de estabilizacdo da topografia retinotectal, por contribuir com a
diminuicio da plasticidade do sistema (Lau & Zukin, 2007). Trabalhos
demonstraram que o bloqueio do receptor com antagonistas especificos, como o
APV, produz perturbacoes na estabilidade das proje¢oes retinotectais, rompendo
o padrio da topografia (Cline & Constantine-Paton, 1990; Schmidt, 1990).

Outras evidéncias mostram que em sinapses imaturas no sistema nervoso
central, a transmissio glutamatérgica é inicialmente composta por receptores
NMDA, nas chamadas sinapses silenciosas. Sinapses mais maduras adquirem
sua capacidade de transmissdo sinaptica durante, através da insercao na
membrana de receptores AMPA (Liu & Chen, 2008; Shah & Crair, 2008).

Os receptores AMPA (AMPAR) sdo tetrAmeros compostos de 4 subunidades
(GluR1-4). Receptores contendo a subunidade GluR1 sio inseridos na membrana
por mecanismos dependentes de atividade elétrica, em sinapses onde
previamente nao eram observados AMPAR. Em fases 1iniciais do
desenvolvimento, ha um predominio de subunidades GluR1 na membrana, em
relacdo a subunidade GluR2. Ja os receptores que apresentam a subunidade
GluR2 sao constitutivos e sao inseridos na membrana por eventos ciclicos,
apresentando alta mobilidade de entrada e saida do sitio sinaptico, sendo esse
mecanismo independente de atividade (Barry & Ziff, 2002). Pelo fato dos
receptores AMPA mediarem PPSEs, altera¢ées na atividade e no numero de

receptores inseridos na membrana podem interferir no fortalecimento de sinapses

(Sheng & Kim, 2002).
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1.7 Periodo critico e plasticidade no sistema nervoso

Os processos que interferem na maturacdo dos sistemas sensoriais
envolvem o fortalecimento de circuitos neurais e a correcao de erros que sio
gerados durante a formacao dos contatos sinapticos. Essa capacidade plastica de
organizac¢do promove alteracgdes funcionais nos sistemas e depende dos padrées
de atividade neural. (Constantine-Paton, 2000; Ruthazer & Cline, 2004;
Chandrasekaran et al, 2005; Mrsic-Flogel et al., 2005).

Durante o desenvolvimento, o rearranjo das conexodes pode ser alterado,
nao s6 por modificacbes no microambiente celular, mas principalmente pela
influéncia do meio ambiente. Esta fase ocorre durante uma janela temporal
denominada periodo critico, quando os circuitos sdo particularmente susceptiveis
a estimulos do ambiente, regulados de acordo com a experiéncia sensorial. (Katz
& Crowley, 2002; Spolidoro et al, 2009). Nessa fase, os processos de formacio e
estabilizacdo das sinapses sdo altamente dinamicos e envolvem alteracoes
anatomicas, fisiolégicas e neuroquimicas, sensiveis a estimulos oriundos do meio
ambiente (Morgane et al., 1993). Estes periodos sfo tipicos de cada espécie, sendo
que na espécie humana nao existem dados claros na literatura que delimitem
com seguranca os periodos criticos cognitivos (TABELA 1). Estima-se que grande
parte destes processos se estenda, em humanos, até os 5-12 anos de vida. A
experiéncia é um forte determinante para a duracdo de periodos criticos. A total
auséncia de experiéncia geralmente prolonga o periodo critico e atrasa o

desenvolvimento das funcdes sensoriais (Berardi et al, 2000). Essa capacidade
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plastica de responder estimulos internos e externos vai diminuindo ao longo da

vida, mas néo se extinguem na vida adulta (Spolidoro et al,, 2009).

TABELA 1: Periodos Criticos de Desenvolvimento do SNC

Espécie Periodo Critico Referéncia

Roedores 2-3 semanas apds o nascimento Land & Lund, 1980

Serfaty & Linden, 1994

Felinos 3% a 9% semana pés-natal (Cynader et al., 1990)
Primatas 12 meses p6s-natal (Hubel & Wiesel, 1962)
Homem 5-12 anos pds-natal Berardi et al, 2000

O periodo critico foi amplamente estudado em modelos experimentais que
utilizaram o sistema visual de mamiferos. Essa idéia é originada de estudos sobre
a arquitetura funcional do cortex visual de mamiferos, especialmente na
formacdo de colunas de dominancia ocular (Cohen-Cory, 2002; Katz & Crowley,

2002) (FIGURA 7).
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FIGURA 7: Formacgdo das colunas de dominancia ocular em gatos nas primeiras treze semanas
apds o nascimento, com a segregacio da inervacdo em regides olho-especifica, demonstrado pela
alternancia de marcacdo entre os olhos direito (campos claros) e esquerdo (campos escuros).
Observar a ordenagdo topografica ao longo do desenvolvimento, primeiramente na segunda
semana po6s-natal (topo) com a marcacio em forma de uma linha continua (padrio imaturo), até a
observacdo do padrdo adulto na 13* semana pés-natal. (Shatz & Stryker, 1978). (Shatz & Stryker,
1978)

O refinamento do sistema retinotectal tem sido demonstrado em roedores
em um periodo espacial de desenvolvimento de 3 semanas, momento em que
ocorre o aumento no fortalecimento das sinapses (Hensch, 2004; Liu & Chen,
2008).

Da mesma forma que no desenvolvimento normal, respostas plasticas
podem ser obtidas apds lesdes no sistema nervoso. A magnitude e o curso
temporal destas respostas variam de tal forma que lesdes ocorridas em fases
iniciais do desenvolvimento induzem respostas plasticas mais rapidas e robustas
do que em fases mais tardias. Assim, dentro do periodo critico, os axonios visuais

apresentam uma grande capacidade de reorganizagao em resposta a lesoes, para
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entdo se adaptar as variadas condi¢coes do meio ambiente. Estudos utilizando
modelos de lesdo no SNC permitem observar a viabilidade ou nao de se
restabelecer as conexdes (Lund et al, 1980; Constantine-Paton et al, 1990;
Heiduschka & Thanos, 2000; Debski & Cline, 2002).

Trabalhos do nosso laboratério ja demonstraram que lesdoes em setores
restritos da retina temporal geram denervacgao localizada em uma area
correspondente no coliculo superior contralateral (FIGURA 8B). As projecdes
ipsolaterais do olho intacto sofrem uma reorganizacido, caracterizada pela
presenca de inervacéo anémala na superficie do CS (FIGURA 8A E 8C) (Serfaty

et al., 2005).

FIGURA 8: (A) Esquema representativo dos efeitos observados através da lesdo de retina
temporal. (B) Injecdo intraocular de peroxidade revela a denervacdo no CS ocasionada pelo efeito
da lesdo de retina temporal. (C) Fotomicrografia de campo escuro de cortes coronais de CS de
ratos submetidos a lesdo de retina em DPN10, mantidos em sobrevida por 48 horas. A seta indica
a reorganizacio das projec¢oes ipsilaterais frente a lesdo, com um padrao bilaminar de marcacio
dos terminais axonais na superficie subpial do CS. Adaptado de Serfaty, 2005.
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1.8 Papel dos mensageiros retréogrados

Os diversos mecanismos relacionados com o fortalecimento de sinapses e
eventos de plasticidade dependem do acoplamento sinaptico preciso entre as
células neuronais, em que sinais elétricos pré-sinapticos desencadeiam respostas
pos-sinapticas pela liberacdo de neurotransmissores. Entretanto, estudos ja
demonstraram que a transmissao das informacgées nao é um evento unidirecional.
Uma variedade de sinais de retroalimentacao sao transmitidos de maneira
retrograda da célula pds-sinaptica para o neurénio pré-sinaptico, modulando a
liberacdo de neurotransmissores e a eficacia sinaptica nos terminais axonais
(Alger, 2002; Micheva et al, 2003). O refinamento das conexdes sindpticas no
sistema visual parece depender de mensageiros retrégrados, que modulam a
atividade elétrica, de modo a estabilizar sinapses durante o desenvolvimento
(Mize & Lo, 2000; Zilberter et al, 2005).

Os mensageiros retrogrados estdo envolvidos em diversas fungoes,
incluindo a formacéo e a manutencao dos circuitos neurais, bem como fenémenos
de plasticidade sinaptica. (Micheva et al, 2003). Gases como o éxido nitrico (NO)
e 0 monéxido de carbono, assim como lipidios como o 4cido araquidénico (AA) e o
fator de ativacdo plaquetaria (PAF), foram os primeiros mensageiros retrégrados
descritos no hipocampo (Bazan et al, 1997; Alger, 2002). Tanto o NO quanto o AA
e seus metabdlitos ja foram relacionados participando da regulacdo da
potenciacio de longa duracdo (LTP), facilitando a liberacdo pré-sindptica de

glutamato, aumentando assim a eficiéncia sindptica (Chalimoniuk et al, 2006).
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O NO e do AA exercem papéis complementares na formacdo do mapa
retinotopico. A atividade retréograda de NO é observada em fases iniciais do
desenvolvimento de roedores, visto que o bloqueio farmacolégico da enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) produziu rearranjos nas projecdes ipsolaterais retinotectais
ainda dentro do periodo critico, sendo que este efeito nao foi observado em apés a
terceira semana pos-natal. Ja o AA promove alteracoes em idades mais tardias,
estando, portanto, relacionado em mecanismos de manutencdo das conexoes

(Campello-Costa et al, 2000; Campello-Costa et al, 2006).

1.9 Aspectos nutricionais no desenvolvimento do sistema nervoso

A literatura atual possuil resultados consistentes que indicam que tanto a
parte quimica, quanto funcional do desenvolvimento e maturacao do cérebro pode
ser influenciada pela dieta (Wainwright, 2002).

Os fatores nutricionais interferem diretamente nos parametros macro e
microscopicos do desenvolvimento neural, tais como crescimento encefalico,
incluindo parametros morfométricos de espessura cortical, alteracées na
morfologia de dendritos, nimero de sinapses e quantidade de células de glia
(Ballabriga, 1990). Estes fatores s@o de grande importancia durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central, notadamente em funcido da
existéncia de periodos criticos para a formacao e diferenciacdo de circuitos
neurais, pois seus efeitos abrangem duas fases limitantes na formacgdo neural,
que sdo a vida embriondria e o periodo neonatal (Morgane et al., 1993).

Nutrientes ditos essenciais sao aqueles adquiridos exclusivamente através

da ingestao e, portanto, fatores soécio-culturais envolvidos em caréncias
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nutricionais podem levar a alteracbées funcionais de vias neuroquimicas, com
consequéncias para a formacdo de circuitos neurais. Dentre os nutrientes, os
primeiros a serem reconhecidos como fundamentais para o funcionamento
organico foram as proteinas (Ballabriga, 1990). Ao se avaliar parametros
microscopicos, os efeitos da caréncia de proteinas incluem desde diminuicdo do
numero de células nervosas, até atrasos nos processos de diferenciacao celular,
sinaptogénese e deficiéncia de mielinizacdo (Morgane et al, 1993).

Depois do tecido adiposo, o sistema nervoso possul a maior concentracao
lipidica do organismo. Estes lipidios, altamente sensiveis a alteracgoes dietéticas,
participam da formacio e fisiologia da membrana celular e sdo capazes de afetar
a atividade de enzimas e receptores de membrana (Blass & Gibson, 1999).

Cada vez mais tem sido evidenciada a importancia da inclusao dietética,
principalmente em periodos precoces do desenvolvimento, de acidos graxos que
nao podem ser sintetizados pelo organismo, os denominados essenciais - a-

linolénico (®-3) e linoléico (w-6) (Fernstrom, 2000; Farkas et al, 2002).

1.10 Acidos graxos essenciais

Acidos graxos sdo acidos carboxilicos alifaticos obtidos da hidrélise das
gorduras e Oleos naturais. Sao geralmente formados por cadeias de
hidrocarbonetos com um numero par de atomos de carbonos, que variam de 4 a
26 atomos. Além das diferencas de comprimento da cadeia, os acidos graxos
variam quanto ao numero e arranjo das duplas ligacdes ao longo da cadeia de

hidrocarbonetos (FIGURA 9) (Ettinger, 2002; Mayes et al, 1994). Com relacio as
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duplas ligacdes, os 4cidos graxos podem ser saturados, monoinsaturados (AGMI)
e poliinsaturados (AGPI). AGPI cadeia muito longa (20-22 4tomos de carbono)
predominam no cérebro e nos tecidos especializados, como a retina e os

espermatozéides. (Uauy & Castillo, 2003).

Acidos Graxos n-6 Acidos Graxos n-3
Linoleico (LA} 18:2 Alpha-linolenico (ALAY 18:3
Delia 6-
f.f(".‘[l’l'ﬂ”'ﬂ.\'("
Gamma-linolenico  (GLA) 18:3 Octalecaletraenoico 18:4
Elonpase
Dihommogamma linolenico  20:3 Eicosatetraenoico x4
(DGLA)
Deliet 5 l
desaturase
Arachidoniva (AA) 204 Eicosapentaenoico 2015
(EPA)
] Elongase
Adrenico 224 Docosapentaenoico 215
(DPAY
] Elongase 1
Tetracosatelraenoico 24:4 Tetracosapentacnoicn 24:5
Delra 6-
" desainrase 1
Tetracosapentacnoico 24:5 Tetrahexaenoico 24:6
! Beta-ocidegdo 4
Docosapentaenoico (DPA) - 225 Docosahexaensico 26
(DHA)

FIGURA 9: Mecanismos de elongac¢io de dessaturacgio dos acidos graxos das familias n-3 e n-6. Os
AGE precursores, acido linoléico e acido a-linolénico competem pelas dessaturases e elongases de
modo a promover a formacido de seus derivados lipidicos. Destaque para o acido araquidonico
(AA), da familia n-6 e para os acidos eicosapentanéico (EPA) e docosahexaenéico (DHA), da
familia n-3. (Adaptado de: Richardson, 2000)



38

Em 1918, Aron foi o primeiro a propor que as gorduras poderiam ser
essencials para o crescimento e desenvolvimento normais em animais.
Posteriormente, Evans e Burr (1927) demonstraram que a deficiéncia de
gorduras afetava gravemente o crescimento e a reproducdo de animais
experimentais. O trabalho de Burr e Burr (1929) mostrou pela primeira vez a
importancia nutricional de lipidios especificos. Ratos recém-desmamados,
alimentados com uma dieta ausente em gorduras, apresentaram prejuizo no
crescimento, pele escamosa, necrose da cauda e aumento da mortalidade (Jones,
2003). Com o passar das décadas, trabalhos realizados em animais e pesquisas
desenvolvidas com humanos afirmam a natureza essencial dos acidos graxos das
familias n-3 e n-6 nos estagios primarios da vida. Os efeitos mais significantes
estdo relacionados com desenvolvimento neural e maturacdo dos sistemas
sensoriais (Uauy et al, 2000).

Os lipidios correspondem cerca de 50-60% do peso seco do cérebro de um
idividuo adulto, sendo desta quantidade, 35% aproximadamente estao na forma
de 4cidos graxos poliinsaturados (AGPI) de cadeia longa. Dentre estes, o 4cido
araquidénico (AA) e o acido decosahexanédico (DHA) sdo encontrados em maior
quantidade. Esses acidos sdo derivados da biossintese de seus precursores que
sdo, respectivamente, o 4cido linoléico e acido a-linolénico (Wainwright, 2002).

Durante a formagao dos novos acidos graxos, as enzimas biossintéticas dos
mamiferos podem inserir duplas ligagées na posicdo n-9 ou superior. Entretanto,
estas enzimas nao podem inserir duplas ligacoes em nenhuma posicado mais
proxima ao grupo metila terminal. Por esta razdo, acidos graxos com duplas

ligacoes nas posicoes n-6 e n-3 sao como classes individuais, considerados
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essenciais (FIGURA 10). Estes 4cidos graxos essenciais (AGEs) devem, portanto,
ser obtidos de vegetais e de outros organismos que possuam as vias enzimaticas

para sua construcdo (Heird & Lapillonne, 2005).

o cooH AG niio essenciais
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COOH
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FIGURA 10: Essencialidade dos acidos graxos essenciais. A inser¢do de duplas ligagdes apenas a
partir da posi¢cdo nove da cadeia de hidrocarbonetos impede a conversdo enddgena do acido
linoléico e do acido a-linolénico, sendo, portanto considerados essenciais e obtidos exclusivamente
através da dieta. (Smith, 2008)

Durante o ultimo trimestre intrauterino e os primeiros 18 meses da vida
pos-natal humana, DHA e AA sao acumulados rapidamente no sistema nervoso
central. E neste periodo que ocorre a explosdo do crescimento cerebral (Carlson,
2001; Dijck-Brouwer et al,, 2005).

Durante o primeiro ano de vida, o AA e o DHA sao fornecidos via leite
materno para a crianca. Esses AGEs sao avidamente incorporados pelas
membranas presentes no sistema nervoso. A utilizacdo na dieta de 6leos vegetais
permite um consumo adequado de AGEs, ja que esses alimentos sao considerados

grandes fontes de AG ®»-6. Alimentos ricos em AA sio a gema do ovo, 6rgaos e
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musculos de animais. Vegetais folhosos e algumas frutas também contribuem
para o consumo de A4cido linolénico (@-3). Peixes frescos e 6leos de peixe
processados sdo considerados as maiores fontes de 4cido eicosapentaenéico (EPA)
e DHA (Youdim et al, 2000; Broadhurst et al, 2002; Singh, 2005; Koletzko et al,
2008).

Os suprimentos adequados de AGEs sao requeridos durante o
desenvolvimento e na vida adulta, como o objetivo de manter a fungao cerebral
normal. Varios fatores podem interferir na conversao dos acidos precursores em
seus produtos. Esses fatores incluem: consumo de acidos graxos saturados e
hidrogenados; deficiéncia de vitaminas e minerais, que atuam como co-fatores
(principalmente deficiéncia de zinco); consumo excessivo de dlcool; horménios
relacionados ao stress. Esses potenciais bloqueadores indicam que mesmo com a
ingestao adequada de AGEs na dieta, a deficiéncia de AA e DHA pode ocorrer na
presenca desses fatores. Além disso, diferencas constitucionais no metabolismo de
AGEs estao sendo cada vez mais reconhecidas como possiveis fatores de risco de
desordens relacionadas ao neurodesenvolvimento (Richardson & Puri, 2000).

Em neuronios, células gliais, e células endoteliais dos vasos sanguineos
cerebrais, alguns pools de fosfolipidios vém sendo reconhecidos como
reservatorios de mensageiros lipidicos. Mensageiros lipidicos especificos sao
clivados destes reservatoérios através de estimulacdo por neurotransmissores;
fatores neurotroéficos; citocinas; despolarizacdo de membrana; e ativacdo de
canais de ions. Mensageiros lipidicos regulam e interagem com multiplas
cascatas de sinalizacdo, contribuindo para o desenvolvimento, diferenciacao,

funcdo sindptica, protecdo, e reparo de células no sistema nervoso (Bazan, 2003).
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Estas acdes sdo iniciadas pelas fosfolipases. A fosfolipase Az (PLA2), por exemplo,
pode liberar 4cido araquidénico (AA), 4cido dihomogamalinolénico (DGLA) e 4cido
eicosapentanéico (EPA) clivando, geralmente esses AGPI presentes na posicdo 2
da membrana (Haag, 2003). Esses acidos graxos livres, decorrentes da acio desta
enzima, sao entao liberados no meio extracelular para agir em outras células
(Marszalek & Lodish, 2005).

Além disso, os AGEs podem ser convertidos em potentes moléculas de
sinalizacdo autécrinas e pardcrinas pela acio das ciclooxigenases (COXs),
lipoxigenases (LOXs), e monooxigenases do citocromo P450. A formacdo desses
derivados lipidios bioativos pode influenciar as funcgdes neurais através da
ativacao de fontes de eicosandides, um grupo de compostos oxigenados de 20
carbonos, que incluem prostaglandinas (PGs), tromboxanos e leucotrienos
(FIGURA 11). Apesar do acido araquidonico (AA) ser o maior precursor desses
eicosanoides, eles também podem ser derivados do acido graxo dihomo-gama-
linolénico (20:3n-6), ou acido graxo eicosapentanéico (20:5n-3), referidos entdo
como as séries 1 (AA), 2 (4dcido dihomo-gama-linolénico) e 3 (4cido
eicosapentanéico) (Wainwright, 2002). O AA e o EPA competem como substratos
para a ciclooxigenase (COX) e a lipoxigenase (LOX) enzimas que participam da

cascata de producio dos eicosanéides (Heird & Lapillonne, 2005).
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FIGURA 11: Acidos graxos essenciais como precursores da sintese de eicosanéides. Através da
atividade das enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases, AA, DGLA, EPA e DHA podem ser
convertidos em eicosanéides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), que apresentam
papéis importantes no controle imunolégico em eventos inflamatérios, e como lipidios bioativos no
sistema nervoso (Youdim, 2000). Abreviaturas: A4cido dihomogamalinoleico (DGLA); &cido
araquidonico (AA); 4cido eicosapentanéico (EPA); 4cido docasahexaendico (DHA); prostaglandinas
(PGs); leucotrienos (LT); tromboxanos (TX). (Youdim, 2000)

1.10.1 Acidos Graxos Essenciais e Plasticidade Sinaptica

Varias linhas de pesquisa hoje vém demonstrando a importancia dos acidos
graxos essenciais, principalmente do &cido araquidonico (AA), em eventos
relacionados com fortalecimento sinaptico e plasticidade, em processos de
aprendizado e memoéria. O AA pode se difundir através da membrana celular e

modular uma série de funcées como liberacdo de neurotransmissores e atividade
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de canais i6nicos. Assim, o AA funciona como um mensageiro retrogrado,
modificando a funcao de elementos pré-sinapticos em resposta a uma ativacao
pos-sinaptica (Schaechter & Benowitz, 1993)

Neste sentido, o0 AA vem sendo sugerido como um importante sinalizador
na expressio da LTP. Nishizaki (1999) demonstrou que estimulacdes de alta
freqiiéncia em fatias de hipocampo geravam um aumento na liberagao de AA.
Também foi observada uma maior concentracdo de AA quando foi aplicado
glutamato exogenamente, sendo que esse aumento foi inibido tanto por DNQX,
antagonista do receptor AMPA/Kainato, quanto por APV, antagonista do receptor
NMDA, revelando que a elevacdo nos niveis de AA ocorre como resultado da
ativacao de receptores ionotropicos glutamatérgicos. Além disso, o AA induziu a
facilitagdo da transmissao sinaptica no hipocampo, consistente com o seu papel
na LTP. Estes estudos sugerem que o AA é produzido na célula pds-sinaptica por
ativacao da PLA2, sendo este evento mediado por transmissao excitatoria, com
aumento no influxo de célcio através da ativacéo de receptores NMDA (Nishizaki
et al, 1999; Leu & Schmidt, 2008).

Este mecanismo de acdo do AA na LTP parece ser mediado por mudancas
no terminal pré-sindptico por ativacio da proteina cinase C (PKC). A inibicdo da
enzima rompe o padrio de organizacdo das aferéncias, aumentando a dinamica
dos ramos axonais, e consequentemente afetando processos de estabilizacao
sinaptica. (Schmidt et aZ, 2004). Além disso, PKC é ativada em situacdes de LTP
mediadas pelo receptor NMDA. A ativacdo de PKC promove fosforilacdo de
diversos substratos, sendo o principal alvo a proteina associada ao crescimento

GAP-43 (GAP-43), conhecida por promover crescimento neuronal, regulando a
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dinamica da proteina f-actina. (Luo & Vallano, 1995; Schmidt et aZ, 2004). A
fosforilacao da GAP-43 esta associada a uma persistente LTP e com a potenciacao
da liberacao de neurotransmissores, além da modificagdo da morfologia sinaptica
(Schaechter & Benowitz, 1993).

Estudos do nosso laboratério demonstraram que o acido araquidonico
desempenha um importante papel na manutencao dos axonios e sinapses centrais
(Campello-Costa et al, 2006). Utilizando o sistema visual de roedores como
modelo experimental, os autores estudaram a distribuicdo espacial dos axonios
que conectam a retina ao coliculo superior. Para tal, foram realizados
experimentos de mapeamento das conexoOes retinotectais através da injecao
intraocular de um tracador neuroanatémico, a peroxidase (HRP). Este estudo
analisou a distribuicao topografica em grupos de animais entre a quarta e a sexta
semana apo0s o nascimento, idade onde o sistema nervoso central de roedores se
apresenta plenamente desenvolvido. Foram analisados animais submetidos ao
bloqueio farmacolégico das enzimas fosfolipase A2 (PLA2), lipoxigenase e
ciclooxigenase, além de animais tratados com os respectivos veiculos através de
injegdes intraperitoneais durante 7 dias. Os resultados apresentados mostram
claramente que enquanto os animais tratados com veiculo apresentam marcacao
de axbnios e terminais restritos a pequenos aglomerados na regiao ventral das
camadas visuais, os animais tratados com quinacrina (40 mg/kg ip), substancia
que induz o bloqueio da PLA2, impedindo assim a liberagao de AA na sua forma
livre, apresentaram uma grande dispersao dos axonios retinotectais pelas
camadas visuais do coliculo superior (FIGURA 12). Em outra série de

experimentos os autores demonstraram que o bloqueio da lipoxigenase (enzima
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da via do AA) na quarta ou sexta semana apés o nascimento reproduzem os
efeitos obtidos pelo bloqueio farmacologico da PLA2. Estes resultados sugerem
que o acido araquidénico (AA) e seus metabdlicos sejam importantes para a

manutencio em longo prazo das conexdes no sistema nervoso central (SNC).
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FIGURA12: Papel da via de 4cido araquidonico em ratos juvenis e adultos jovens: manutencio da
organizacdo de topografia retinotectal. Fotomicrografias de campo escuro de ratos adultos
(DPN28) demonstram a organizacdo da topografia retinotectal com aglomerados de marcacdo na
regido ventral do CS em (A). O bloqueio farmacolégico da PLA2 rompe a topografia, com
espalhamento de terminais axonais para camadas mais superficiais do CS em (B). (C) AnA&lises
quantitativas da densidade éptica das camadas visuais, densidade de cluster e da regido caudal
do CS confirmaram os resultados, indicando que o AA é importante na manutencao da topografia
em idades tardias do desenvolvimento de roedores (DPN28 e DPN42). Abreviaturas: densidade
6ptica (OD); dia pés-natal (PND). (Campello-costa et al, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Considerando a 1mportancia dos acidos graxos essencials como
componentes integrais das membranas neuronais e por desempenharem um
importante papel como mensageiros retrogrados na transmissdo sinaptica,
utilizamos neste trabalho dietas restritas em acidos graxos omega-3 e omega-6 a
fim de investigarmos o impacto da restricdo nutricional na formac¢ao, manutencao

e plasticidade de conexo6es do sistema visual.

2.2 Objetivos especificos:

- Analisar o papel dos 4cidos graxos essenciais (AGEs) na manutencio da
topografia das projecoes retinotectais ipsolaterais de animais adultos, no dia pos-
natal 28 (DPN28) e no dia pés-natal 42 (DPN42), com a utilizacdo de dieta
controle (6leo de soja), dieta comercial (controle padrdo) e dieta restricio em

AGEs (6leo de coco).

- Investigar os efeitos da restricido dos AGEs na reorganizacio retinotectal em um

modelo plasticidade induzida, através de uma lesao temporal de retina.

- Avaliar a expressio da proteina associada ao crescimento GAP-43 em animais
DPN28 submetidos a dieta controle (6leo de soja) e a dieta restricio de AGEs

(6leo de coco).
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- Analisar a expressiao das subunidades GluR1 e GluR2 do receptor ionotrépico
glutamatérgico AMPA, nos coliculos superiores de animais adultos que

receberam as dietas controle e restricdo até DPN28.
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3 METODOLOGIA

Foram utilizados ratos da linhagem Lister Hooded (animais pigmentados)
no dia pés-natal (DPN) 28 e DPN 42. Foram utilizados dois protocolos para
obtencao dos resultados. Um protocolo nos permitiu observar os mecanismos de
plasticidade natural do sistema visual, através da observagao das projecoes
retinotectais. O segundo protocolo utilizado nos possibilitou avaliar as alteracoes
em um modelo de estudo de plasticidade induzida, por lesao de retina.

Para obtencao dos resultados foram utilizadas técnicas neuroanatomicas

(histoquimica para HRP) e western blotting.

3.1 Dietas

Os animais foram divididos em dois grupos e submetidos a tipos diferentes
de alimentacao. As duas dietas utilizadas eram normocaléricas, normoproteicas e
normoglicidicas, porém diferenciadas com relacdo ao conteudo lipidico. Foi
utilizada ainda a dieta comercial Nuvital® como controle padrao de nosso estudo.

A dieta do grupo controle (AGE+) apresentava como fonte de lipidios o éleo
de soja, rico em acidos graxos essenciais, tanto da familia -3 quanto ®-6. Dessa
forma, o grupo obteve durante todo o seu desenvolvimento as quantidades
necessarias de AGE para roedores, de acordo com a AIN-93. Ja a dieta do grupo
de animais, denominado grupo restricio (AGE-), possuia como base lipidica o 6leo
de coco, sendo este alimento composto primordialmente de acidos graxos

saturados (TABELA 1 E 2). As dietas foram fornecidas pela Universidade Federal
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de Pernambuco (UFPE), através do Departamento de Nutricio e do
Departamento de Fisiologia.

TABELA 2: Componentes basicos das dietas do grupo controle e grupo restrigao.

Composicio Quantidade
Caseina 414¢g

Oleo de coco ou de soja 100 ml
Agucar 420g
Celulose 36g

Amido (maisena) 936¢g

Complemento mineral da Rhoster T4g

Complemento vitaminico da Rhoster 18g

DL-metionina ou L-cistina 2g

Butil (BHT) como antioxidante 0,002¢g
Fonte: (Reeves et al, 1993)

TABELA 3: Composicao centesimal das dietas utilizadas no tratamento dos
animais.

Dieta Controle Dieta Restricao

(AGE+) (AGE-)
Umidade e substancias
3,77 3,78
Volateis (g/100g)
Proteinas (g/100g) 18,46 18,88
Cinzas (g/100g) 3,43 3,53
Lipidios (g/100g) 5,59 5,95
Carboidratos (g/100g) 68,75 67,86
Valor Calérico Total
399,15 400,51
(VCT) (kcal/100g)
Ferro (mg/100g) 10,34 8,15
Célcio (mg/100g) 541,51 523,89
Sédio (mg/100g) 43,81 47,78
Poté4ssio (mg/100g) 136,48 145,32
Fésforo (mg/100g) 641,60 631,86

Métodos: Adolfo Lutz, 2005; by calculation, ASCAR, 1985.
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3.2 Tratamento dos animais

Para o tratamento dos grupos com as diferentes racgoes, foram separadas
gaiolas com trés fémeas cada. Em cada gaiola foi, entdo, disponibilizada a racao
controle ou a racdo restricio. Ainda foram utilizadas como controle padrao
gaiolas com animais alimentados com dieta comercial Nuvital®. As dietas foram
plenamente aceitas pelos animais dos dois grupos, sendo oferecidos 30 gramas de
racio para cada animal por dia (30g/dia). As fémeas do grupo tratado com a dieta
deficiente em 4cidos graxos essenciais (AGEs) foram alimentadas durante cinco
semanas antes da etapa de acasalamento, de modo a depletar os estoques
endogenos de AGEs e impedindo, desta forma, a transferéncia placentaria desses
lipidios para a prole durante a gestacdo ou através do leite materno, apds o
nascimento. O protocolo de cinco semanas foi pré-estabelecido de acordo com as
observacoes do tratamento realizado nos laboratorios de Nutricao e de Fisiologia
e Farmacologia da UFPE.

Fémeas dos dois grupos foram, entdo, submetidas ao acasalamento.
Durante a gestagao e apds o nascimento as ninhadas foram mantidas na mesma

alimentacdo das fémeas até as idades estudadas (FIGURA 13).
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FIGURA 13: Grafico representativo dos trés tipos de dietas utilizados e seus respectivos grupos
experimentais para o estudo da plasticidade retinotectal.

3.3 Estudo anterégrado das projecbes retinotectais: inje¢do intraocular de

peroxidase (HRP 30%)

Para a realizacdo dos experimentos utilizamos como tracador
neuroanatémico a peroxidase da raiz forte (HRP tipo VI - Sigma). Durante este
procedimento, a peroxidase é transportada de forma anterégrada pelos axonios
das células ganglionares da retina, através do nervo optico, até o coliculo
superior. Os animais tanto do grupo controle (AGE+), quanto do grupo restri¢io
(AGE-), em DPN27 e DPN41, foram anestesiados em uma solucio de éter e 4gua
(1:1). Apés anestesia, os animais foram submetidos a uma pequena incisdo no
limbo do olho direito com auxilio de uma lamina de bisturi n°12, onde foi

introduzida a ponta de uma microseringa (Hamilton®) contendo 5ul de uma
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solucdo contendo HRP 30%, dimetilsulféxido (DMSO) 2% em NaCl 0,9%. Apés 24
horas, os animais foram entdo sacrificados e submetidos a perfusdo com solucoes

de aldeidos.

3.4 Estudo da plasticidade retinotectal em um modelo de lesao de retina temporal

Animais submetidos aos dois tipos de dieta receberam no dia pés-natal 21
(DPN21) lesdo em setor restrito da retina temporal, sendo os animais
previamente anestesiados com solucdo de éter e agua em uma proporc¢ao de 1:1
(Serfaty et al, 2005). Com o auxilio de uma lamina de bisturi n°12, foi realizada
uma penetracdo na retina temporal através da esclera, regido entre o limbo e o
disco optico. Esta lesdo permite a secgdo dos axdénios das células ganglionares da
retina ocasionando a degeneracio anterdograda e a conseqiiente desnervacao da
regido antero-lateral do coliculo superior.

Os animais foram mantidos nas mesmas condi¢ées de tratamento durante
uma semana apos a lesdo, para entdo em DPN27 ser realizada a injecdo com o

tracador neuroanatomico.

3.5 Perfusao e fixacao

Nas idades desejadas para obtencao dos resultados, DPN28 e DPN42, os
animais sob anestesia profunda foram perfundidos através do coragdo com
solucdo salina (NaCl 0,9%) durante 10min e em seguida com solucio fixadora de
Karnowski (paraformaldeido 1% + glutaraldeido 2% diluidos em tampao fosfato

0,1M, pH 7,4) durante 20 minutos. Logo apds a fixacdo, os cérebros foram
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removidos e transferidos para uma solucao de sacarose 20% diluida em tampao
fosfato 0.1M (pH 7,4), onde foram mantidos em geladeira (4°C) por pelo menos 24
horas.

Apobs a crioprotecio, os cérebros foram congelados em gelo seco durante
cerca de 15 minutos e entdo mantidos em freezer —70°C até o processamento. Os
cérebros foram cortados em criostato fixado a uma temperatura de —15°C, onde
foram realizadas secc¢ées coronais de 40pum. Todos os cortes referentes a regiao do

coliculo superior foram recolhidos.

3.6 Processamento histolégico para HRP

O processamento histoquimico para visualizacdo da HRP transportada foi
realizado através da utilizacdo de tetrametilbenzidina (TMB), um cromégeno que
forma precipitados em células marcadas com o tracador (HRP). Seguindo o
protocolo estabelecido por Mesulam (1978), os cortes dos cérebros dos animais
foram recolhidos em tampao fosfato 0,1M pH 7,4 e mantidos em geladeira (4°C)
por 24 horas (Mesulam, 1978). Em seguida, os cortes receberam uma seqiiéncia
de 3 lavagens de 30s com agua milliQ e foram entdo pré-incubados em uma
solucao com 10ml de tampao acetato 0,2M pH 3,3, 185ml de agua milliQ, 180mg
de nitroprussiato de s6dio e 10mg de tetrametilbenzidina dissolvidos em 2ml de
alcool por 20min. Apds este periodo, foi acrescentado 40ul de perdxido de
hidrogénio diluidos em 4ml de agua milliQ por mais 20 min. Em seguida, os
cortes foram lavados em tampéao acetato 0,05M, pH 3,3, em seis etapas de 10

minutos cada, e montados em laminas gelatinizadas, sendo mantidas em
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temperatura ambiente até o dia seguinte. Ao final do experimento, as laminas
foram desidratadas em alcool absoluto durante 5 segundos, clarificadas em duas

trocas de 5 minutos cada em xilol e montadas com laminulas utilizando Entelan

(Merk).

3.7 Analise das amostras

Analisamos o padrao de distribui¢cdo de axonios provenientes das células
ganglionares da retina no coliculo superior durante o desenvolvimento normal ou
apos a plasticidade induzida das projecoes retinotectais ipsolaterais através da
lesdo na retina temporal contralateral. Apés uma analise qualitativa preliminar,
o material foi fotografado em campo escuro com aumento de 100x. As imagens
foram digitalizadas através de camera digital acoplada ao microscépio Optico
Zeiss. As fotos foram gravadas no computador em maxima defini¢cdo com formato
tiff.

O material utilizado para analise quantitativa apresentava as seguintes

caracteristicas:

- Marcacao homogénea no coliculo contralateral. Este parametro demonstra a
distribui¢ao homogénea do tragador apds a inje¢ao intraocular;

- Pouco background na reacgdo histoquimica, o que indica a baixa marcagao
inespecifica;

- Visualizacdo de fibras e campos terminais no SGS ipsolateral a injecao do

tracador;
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- Em animais submetidos a lesdo de retina temporal caracterizamos o efeito da

lesao de retina no terco anterior do CS.

Para quantificacio, foram selecionados os 5 cortes seqiienciais (situados
entre 200 e 600 pm apds o inicio do coliculo) que refletiram a maior reorganizacio
superficial dentre os cortes observados de cada animal. Utilizamos o programa
Scion Image versao beta 4.0.2 para quantificacdo dos resultados obtidos. O
programa nos permite delimitar, qualitativamente, areas do coliculo superior com
diferentes faixas de intensidade de marcacido. Desta forma pode-se determinar
quantitativamente a distribuicdo de fibras e terminais axonais das projecoes das
CGR, através da obtencido de valores de densidade oOptica referente as areas
delimitadas (FIGURA 14). A densidade éptica do background foi definida pela
analise de uma Aarea especifica estabelecida na regido de maior marcacao

inespecifica dos cortes.
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FIGURA 14: Representacdo esquematica das andlises realizadas. Fotomicrografias de campo
escuro demonstram as areas delimitadas no coliculo superior para avaliacdo da densidade 6ptica.
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3.8 Western Blotting

Os animais de ambos os grupos AGE+ e AGE-, em DPN28, foram
anestesiados e sacrificados por decapitacdo. As camadas superficiais do coliculo
superior foram dissecadas, com auxilio de um bisturi N° 15. O tecido foi
transferido para um homogeneizador e macerado dentro do gelo em 200 pL
tampao de homogeneizacdo (TABELA 4). As amostras de cada grupo de animais

sao formadas por 4 coliculos/200 uL. de amostra, ou seja, 2 animais/amostra.

TABELA 4: Composi¢ao do tampao de Homogeneizagao

Solugao Volume Concentracgao Final
Tris Base 500 pl 20 mM
MgC(Cl12 500 pl 10 mM
CaCl2 500 pl 0,6 mM
EGTA 500 pl
DTT 50 ul 0,5 mM
Aprotinina 12,5 pl 5 pg/ml
Leupeptina 5ul 2 pg/ml
TX — 100 25 pl 0,05%
PMSF 50 ul 1mM

A dosagem de proteina era realizada no mesmo dia em que as amostras
foram preparadas. O método utilizado foi de Bradford, o qual utiliza como padrao
a albumina sérica bovina (Bradford, 1976). Ap6s a dosagem das amostras, era
adicionado azul de bromofenol a 0,2%, sendo 10% do volume total da amostra.

Apos a dosagem, as amostras foram padronizadas de modo a apresentar a
mesma quantidade de proteina em cada raia do gel de eletroforese. Foi realizado

um calculo, de modo que as amostras fossem compostas: pelo volume do tecido
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macerado, encontrado apés a dosagem das proteinas; 20 pl de tampao SDS 5x;
volume restante complementado com o tampao de homogeneizag¢ao utilizado no
preparo das amostras. Dessa forma, o volume final de cada amostra era de 100
pl. As amostras foram conservadas a -70 °C, para posteriormente serem
submetidas a eletroforese.

Em um primeiro momento, as amostras que seriam utilizadas eram
levadas a fervura por cerca de 8 minutos. Com as amostras prontas, era realizado
western blotting para visualizar a expressido da proteina GAP-43 na sua forma
fosforilada (pGAP-43), além das subunidades GluR1 e GluR2 do receptor AMPA.
Foram utilizados 40 pg de proteina em 20 pl de amostra para correr em um gel
SDS/PAGE 10%. A corrida era realizada em média durante 2 horas e 30 minutos
com amperagem constante, a 20 mA. Apds a finalizagido da corrida, era realizada
a transferéncia para membranas de PVDF. A transferéncia ocorria em lhora com
a voltagem fixada entre 45-60 V. Em seguida, realizava-se o bloqueio dos sitios
inespecificos com uma solu¢do de bloqueio de TBS-T + 5% de leite em pd
desnatado por duas horas. Logo apds, as membranas eram lavadas uma vez por 5
minutos com TBS-T e incubadas com os anticorpos especificos: primario
policlonal de cabra anti-pGAP-43 (diluicio de 1:800); anticorpo primario
policlonal de coelho anti-GluR1 (diluicio de 1:100); anticorpo primario
monoclonal de camundongo anti-GluR2 (diluicdo de 1:500) durante 24 horas.
Apos a etapa de 24 horas, as membranas eram lavadas 3 vezes por 10 minutos
com TBS-T, incubadas com anticorpo secundario especifico na respectiva diluicao
por 1 hora, lavadas mais 2 vezes com TBS-T e uma vez com TBS e, s6 entao,

reveladas em filmes radiograficos apds exposi¢cao ao reagente ECL.
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O controle de carregamento das proteinas no gel de eletroforese foi
realizado através da incubacao da membrana com a solucao vermelho de Ponceau
que permitiu a analise da eficiéncia da transferéncia, bem como a vizualizacido de

todas as proteinas presentes em cada amostra.

TABELA 5: Relacao de anticorpos utilizados, concentracoes e fonte de obtencao

Anticorpos Origem Fonte ‘ Diluicao

Anticorpos Primarios

Anti-pGAP-43 Cabra Santa Cruz 1:800
Anti-GluR1 Coelho Calbiochem 1:100
Anti-GluR2 camundongo | Chemicon 1:500
Anticorpos Secundarios

Anti-IgG de cabra burro Amersham Bioscience 1:3000
Anti-IgG de coelho burro Santa Cruz 1:5000
Anti-IgG ovelha Amersham Bioscience 1:5000

de camundongo

3.9 Analise estatistica dos resultados

Os graficos foram confeccionados através do programa Graph Pad Prism
versdo 4.0 em que foi utilizado o teste estatistico de andlise de variancia (One-
way ANOVA) com pés-teste de Tukey para realizar a comparacio entre os grupos
experimentais. Para a analise dos experimentos de western blotting, utilizamos

ainda o teste t pareado. Consideramos como significativos valores com p<0,05.
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4 RESULTADOS

Avaliamos a restricdo de acidos graxos essenciais através da elaboragao de
trés grupos: animais controle padrao, os quais receberam a dieta comercial para
roedores Nuvital®; animais pertencentes ao grupo controle interno da dieta, que
receberam como fonte lipidica éleo de soja (grupo AGE+); e o grupo experimental
(grupo AGE-), cujos animais foram alimentados com dieta restrita em AGE,
sendo o 6leo de coco o lipidio oferecido.

Foram analisados, para os trés grupos, animais adultos em DPN28 e
DPN42, com o padrao topografico do sistema retinotectal j4 maduro. As idades
observadas foram escolhidas de acordo com os resultados prévios de nosso
laboratério, que indicaram que o bloqueio farmacolégico da PLA2 promovia o
brotamento das projecées retinotectais em 1dades mais tardias do
desenvolvimento, ndo ocorrendo alteracdes na topografia durante o periodo critico
(Campello-Costa et al., 2006).

Nio foram observadas diferencas significativas entre os grupos (AGE+ e
AGE-) com relacdo ao ntimero de animais por ninhada, além do comprimento e
peso dos animais. Parametros somaticos como abertura dos olhos, descolamento
do pavilhao auditivo ndo apresentaram alteracoes evidentes entre o tratamento

controle e o tratamento restrito em AGEs.
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4.1 Efeitos da Restri¢ao dos Acidos Graxos Essenciais (AGE) na Manutencao das

Conexoes no Sistema Retinotectal em animais adultos jovens

A andlise da marcacdo terminal de animais alimentados com dietas
controle e experimental até DPN 28 mostrou que os animais DPN28 submetidos
ao tratamento com dieta controle (AGE+) apresentaram um padrio de marcacio
compativel com o apresentado em animais adultos normais (dieta Nuvital®).
Nestes grupos controle observamos densos aglomerados de marcagao terminal na
borda ventral entre o SGS e o SO. Nestes animais AGE+, observou-se ainda uma
baixa densidade de fibras e terminais nas camadas visuais do CS ao longo do
estrato cinzento superficial e estrato zonal (SGS/SZ), assim como a virtual
auséncia de marcacdo em cortes caudais do nucleo. Animais submetidos a
restricao cronica de AGE apresentaram um padrao indicativo de desorganizacao
topografica, com espalhamento de fibras na regido anterior do CS, um aumento
do numero de aglomerados confluentes além de um aumento de marcacao
terminal no SGS/SO. Também foi observado um aumento na marcacgao de fibras
em cortes caudais do coliculo superior (FIGURA 15).

Os resultados obtidos pela andlise qualitativa foram confirmados através
de testes duplo cego nos quais o observador era estimulado a discriminar entre os
grupos AGE+ e AGE- com base nos padroes de distribuicao dos axoOnios
retinotectais. Nestes testes, o observador foi capaz de listar corretamente 60% (3
de 5) dos animais AGE+ e 60% dos AGE- (6 de 10) para animais alimentados até
DPN 28 e 57% (4 de 7) dos animais AGE+ e 61,5% (8 de 13) dos AGE- para os

animais alimentados até DPN 42.
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FIGURA 15: Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais de coliculo superior (CS) de
ratos DPN28 evidenciando em (A) animais alimentados com dieta padrio Nuvital® com
aglomerados de marcacéo focalizados na regifio ventral do CS, (B) grupo alimentado com dieta
com 6leo de soja (AGE+) com padrio semelhante ao grupo Nuvital® e em (C) grupo alimentado
com dieta com 6leo de coco (AGE-). As setas indicam um aumento no ntimero de fibras ao redor
dos aglomerados ventrais das projecoes ispilaterais. Barra de calibracdo: 100 pm.
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Os diferentes grupos experimentais foram entdo submetidos a uma
avaliacdo quantitativa através da analise de densidade optica de regides
especificas do SGS. A andlise da densidade éptica (DO) da 4rea superficial
situada dorsalmente aos aglomerados de marcacdo (regido intermedidria do SGS
— SGS-D indicou que os animais AGE- (10,73 + 4,75/ n=4) apresentaram um
aumento na DO nesta 4rea, quando comparados com o grupo AGE+ (5,26 + 2,74
/n=4) e o controle padrdo Nuvital® (2,72 + 1,01/ n=3) (FIGURA 16A). Quando
observamos a relacio entre a analise anterior e a DO da camada de aglomerados,
os animais submetidos a dieta restrita em AGE (AGE-: 0,3654 + 0,0448/ n=4)
obtiveram o dobro do valor do indice em relacéo aos controles (Nuvital®: 0,1177 +
0,0581/ n=3; AGE+: 0,1516 + 0,0641/ n=4), corroborando o resultado qualitativo
(FIGURA 16B). Os resultados quantitativos também indicaram uma dispersio de
axonios e terminais na regido ventral do CS nos animais restritos em AGEs
(FIGURA 16C), mais precisamente nos espacos localizados entre aglomerados
adjacentes (regido intercluster ou IC) revelando uma desorganizacio
intralaminar das projecdes ipsolaterais (Nuvital®: 20,06 + 7,56/ n=3; AGE+:

33,42 + 5,94/ n=4; AGE-: 45,87 + 15,88/ n=4) .
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FIGURA 16: Analises quantitativas dos efeitos dos AGEs na estabilizagdo das projecoes
ipsolaterais no coliculo superior de animais DPN28. (A) Anélise da DO da regido intermediaria do
SGS (SGS-1); (B) Relacio da DO SGS-I / DO da camada de aglomerados; (C) DO da regido
intercluster (IC). Nuvital® n= 3, AGE+ n=4, AGE- n=4. * para p<0,05; *** para p<0,001. Ao lado
dos histogramas sfo apresentadas fotomicrografias de campo escuro de CS que demonstram as
areas avaliadas em cada analise.
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4.2 Efeitos da Restri¢ao dos Acidos Graxos Essenciais (AGE) na Manutencao das

Conexdes no Sistema Retinotectal em animais na 6* semana pés-natal (adultos)

A restricdo nutricional de AGEs até a 6* semana pés-natal produziu efeitos
semelhantes aqueles obtidos com os animais restritos até DPN28. O grupo AGE+
apresentou um padrao semelhante ao grupo alimentado com a racao Nuvital, com
aglomerados de marcacao definidos na regido ventral do CS, pouca marcacao
terminal nas regides intermediaria e superficial do SGS, assim como a virtual
auséncia de marcacao em cortes caudais do CS. Nos animais tratados com a dieta
restricao em AGEs, houve um rompimento da topografia fina, com dispersao das
projecdes para areas mais superficiais do SGS (regides intermediaria e dorsal),
além de fusdo dos aglomerados adjacentes na camada ventral do SGS (FIGURA
17).

As analises quantitativas confirmaram as observacées, evidenciando que a
auséncia de AGEs na dieta durante o desenvolvimento provoca alteracdoes na

estabilizacado das projegoes retinotectais.
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FIGURA 17: Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais de coliculo superior (CS) de
ratos DPN42 demonstrando em (A) animais alimentados com dieta padrdo Nuvital® com
aglomerados de marcacdo focalizados na regifio ventral do CS, (B) grupo alimentado com dieta
rica em AGEs (AGE+), com padrao semelhante ao observado no grupo Nuvital® e em (C) As setas
indicam a dispersdo das projecdes ipsolaterais no grupo restrito em AGEs (AGE-), demonstrando
a desestabilizacdo das projecbes ispolaterais em fases tardias do desenvolvimento. Barra de
calibrac¢ao: 100 pm.
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Corroborando os resultados encontrados nos animais DPN28, o grupo
DPN42 alimentado com a dieta restrita em AGE obteve um aumento na DO na
regido intermedidria do SGS - SGS-I (10,47 + 2,86/ n=6), quando comparado a
dieta Nuvital (2,57 + 0,58/ n=4) e ao grupo AGE+ (4,09 + 1,51/ n=4), assim como
um aumento na relacdo entre a DO da regido intermediaria dos SGS (andlise
anterior) e a DO da camada de aglomerados (Nuvital: 0,0834 + 0,0116/ n=4;
AGE+: 0,1615 + 0,0875/ n=4; AGE-: 0,2758 + 0,0575/ n=6). Os valores obtidos nas
analises de DO intercluster indicaram um aumento na densidade de fibras no
grupo AGE- (45,41 + 13,90/ n=6), confirmando o espalhamento intralaminar das
projecdes ipsolaterais (Nuvital: 27,12 + 3,57/ n=4; AGE+: 26,32 + 5,87/ n=4)
(FIGURA 18).

Em conjunto, os resultados denotam a importancia dos acidos graxos

essenciails na estabilizacdo e manutencao das conexoes retinotectais.
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FIGURA 18: Anialises quantitativas dos efeitos dos AGEs na estabilizacdo das projegoes
ipsolaterais no coliculo superior de animais DPN42. (A) Analise da DO da regido intermediéria do
SGS (SGS-1); (B) Relacio da DO SGS-I / DO da camada de aglomerados; (C) DO da regido
intercluster (IC). Nuvital® n= 4, AGE+ n=4, AGE- n=6. * para p<0,05; ** para p<0,001; *** para
p<0,001. Ao lado dos histogramas sdo apresentadas fotomicrografias de campo escuro de CS que
demonstram as areas avaliadas em cada analise.
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4.3 Analise da Regido Caudal do Coliculo Superior dos animais DPN28 e DPN42

Analisamos também o padrido de densidade de fibras nas porcées mais
caudais do CS. Observamos um aumento na DO nos cortes mais caudais do CS
nas duas idades estudadas (DPN28 e DPN42), o que indica que a auséncia de

AGEs também promove a ruptura da topografia retinotectal visualizada no eixo

antero-posterior (FIGURA 19).
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FIGURA 19: Efeitos da restricdo de 4cidos graxos essenciais (AGEs) na regifo caudal do coliculo
superior (CS) de animais adultos (DPN28/DPN42). Fotomicrografias de campo escuro de cortes
coronais de CS de animais DPN28 demonstram em (A) animais do grupo controle (AGE+), com a
presenca de poucas fibras pela superficie do CS. Em (B), o tratamento com dieta restrita em AGE
promove a dispersio das projecbes retinotectais com aumento na densidade de fibras na regido
caudal do CS. (C e D) Histogramas representativos das analises de densidade éptica (DO) da
regido caudal em animais DPN28 (Nuvital®: n=3; AGE+: n=3; AGE-: n=4) e DPN42 (Nuvital®:
n=4; AGE+: n=3; AGE-: n=6). * para p<0,05. Barra de calibracdo: 100 um.
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4.4 Efeitos da restricdo nutricional dos AGEs na reorganizacao das projegoes

ipsolaterais na plasticidade induzida por lesdo de retina

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento normal, sugerem que a
restricdo dos acidos graxos essenciais promove a desestabilizacdo do mapa
topografico que se encontra alterado mesmo em animais adultos (DPN42). Estes
dados sao compativeis com um atraso de desenvolvimento o que levaria a um
atraso no periodo critico de plasticidade retinotectal. Desta forma, estudamos as
alteracoes provenientes da auséncia de AGEs na reorganizacdo das projecoes
retinotectais ap6s uma lesao unilateral da retina temporal contralateral, condicao
experimental que induz o brotamento de axo6nios ipsolaterais do olho intacto
durante o periodo critico retinotectal (até DPN 21) (Serfaty et al, 2005).

Ratos alimentados com dietas AGE- e AGE+, conforme protocolo anterior,
foram submetidos a uma lesao unilateral de retina em P21 e foram mantidos por
uma semana de sobrevida. Em DPN27 os animais receberam a injecao
intravitrea de HRP para a obtencdo da marcagao anterdgrada dos axonios
retinotectais ipsolaterais do olho intacto.

O grupo controle, em que os animais foram alimentados com dieta rica em
acidos graxos essenciais (AGE+), exibiram aglomerados de marcacio bem
definidos no limite ventral do CS, com raras fibras esparsas nas regidoes mais
superficiais do SGS/SZ (FIGURA 20A). O padrio de marcacio na metade lateral
das camadas visuais (onde seria esperada a observacio de brotamento dos
axonios em direcdo a superficie do CS) era idéntico aquele observado na metade
medial do CS, indicando que uma lesao na retina temporal contralateral em DPN

21 nao foi capaz de induzir reorganizacgao significativa dos axonios do olho
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intacto. Esta observacao vai de acordo com os trabalhos anteriores, que indicam
que animais adultos jovens com uma semana de sobrevida apds lesdo nao
apresentam uma reorganizacdo importante frente a inducdo de plasticidade
(Serfaty et al, 2005). Diferentemente do grupo controle, os animais pertencentes
ao grupo restrito em AGE (grupo AGE- / DPN21-28) exibiram uma grande
reorganizacao das projecgoes ipsolaterais, com expansiao da marcacao terminal na
camada ventral do SGS e reduc¢ao do espacgo entre aglomerados adjacentes, efeitos
anteriormente observados através do tratamento com a dieta AGE-. Entretanto,
além dessas alteracbes, os animais restritos submetidos a lesdo de retina
apresentaram intensa marcacdo nas camadas mais superficiais do CS,
especialmente na regido lateral do SZ, caracteristico da resposta plastica pods-
lesdo (FIGURA 20B). Esta observacdo foi confirmada através da andlise da DO

da regifo subpial do CS (FIGURA 21).
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FIGURA 20: Efeitos da restricdo nutricional crénica de acidos graxos essenciais (AGEs) na
reorganizacdo das projecoes ipsolaterais em um modelo de lesdo. Animais em DPN21 receberam
uma lesdo de retina temporal e foram mantidos por 1 semana de sobrevida para realizacdo dos
experimentos. (A) Animais AGE+ apresentaram pouca reorganizacdo das projecdes ipsilaterais
frente a lesdo, com fibras esparsas pela superficie do CS. (B) O grupo AGE- apresentou forte
reorganizacio das projecdes ipsolaterais, com espalhamento de fibras para regides superficiais do
CS e dispersdo intralaminar na borda ventral. Notar padrdo bilaminar de marcagdo indicado
pelas setas. Barra de calibragdo: 100 pm.



73

*k*k

[y
a1
[]

=
o
[

al
[

DO Regido Subpial (U.A.)

o
1

FIGURA 21: Analise quantitativa da densidade éptica (DO) da regifio subpial do CS. O grupo
AGE- (DPN21-28) apés lesdo de retina temporal obteve um aumento na DO desta 4rea, em
comparacio ao tratamento controle (AGE+/DPN21-28). AGE+ n= 6; AGE- n=6. *** para p<0,001.

As analises quantitativas confirmaram as observacgées, indicando que os
animais AGE- apresentaram aumento na densidade de marcagdo nas camadas
mais superficiais do SGS nos animais AGE- (16,89 + 4,78), resultado
demonstrado também pelo aumento na DO periférica dorsal aos aglomerados de
marcacdo (AGE-: 47,11 + 10,39 — n=7 / AGE+: 26,19 + 9,05 — n=6). Foi observado
ainda aumento na DO intercluster no grupo AGE- (74,85 + 17,42/ n=7) em
comparacio ao grupo controle (43,47 + 7,60/ n=6), reafirmando o espalhamento
intralaminar das projecdes ipsilaterais na regifio ventral do CS (FIGURA 22).

Os resultados revelam o mesmo perfil observado em animais com inibig¢ao
da atividade da PLA2 (Campello-Costa et al,, 2006), que assim como o tratamento
nutricional, com apenas uma semana de sobrevida, exibiram um forte rearranjo

de suas conexdes.
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FIGURA 22: Histogramas demonstrando o efeito da restricio de AGEs na reorganizacio das
projecoes retinotectals em animais que receberam lesdo de retina temporal em DPN21 e
analisados em DPN28. (A) Analise da DO da regifo dorsal do SGS; (B) DO da regido dorsal
periférica a camada de aglomerados; (C) DO da regido intercluster (IC). AGE+ n=6, AGE- n=7. **
para p<0,001. Ao lado dos histogramas sio apresentadas fotomicrografias de campo escuro de CS
que demonstram as areas avaliadas em cada andlise.
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4.5 Avaliacdo da expressao das subunidades do receptor AMPA no coliculo

superior dos animais alimentados com as dietas AGE+ e AGE-

Durante o desenvolvimento, as conexGes neuronals se remodelam
extensivamente em diversas areas do sistema nervoso. Estes eventos de
plasticidade dependem, dentre outros fatores, de atividade sincronica entre
neuronios e facilitacdo da transmissdo sinaptica. No sistema retinotectal
especificamente, sabe-se que o glutamato medeia grande parte da transmisséo
excitatoria através de seus respectivos receptores ionotropicos NMDA e AMPA
(Nishizaki et al, 1999; Liu & Chen, 2008).

Durante o desenvolvimento das sinapses glutamatérgicas, os receptores
AMPA (AMPAR) sdo adicionados em sinapses inicialmente formadas por
receptores NMDA (NMDAR). A adicio de AMPAR est4d relacionada com
mecanismos de estabilizacdo sinaptica e dinamica da arborizacdo dendritica. No
hipocampo e neocortex, as subunidades predominantemente expressas sio a
GluR1 e GluR2. A insercao de receptores AMPA contendo subunidade GluR1 é
induzida pela atividade NMDAR, resultando em potenciacdo sinaptica. A
incorporacdo de GluR2 é independente de atividade e ocorre através da
reciclagem dos AMPAR sindpticos ja existentes (Barry & Ziff, 2002).

Sabe-se que alteracées no fortalecimento sindptico podem ocorrer por
mecanismos pré-sinapticos, que podem interferir na liberacdo de
neurotransmissores. Modificagdes no niimero e na atividade de receptores AMPA
sao uma das formas mais importantes de modulacdo da transmissio sinaptica.
Como nossos resultados anatomicos revelaram uma tendéncia a perda de

estabilidade de terminacOes axonails com brotamento nao-especifico de novas
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conexoes, avaliamos o efeito da restricdo nutricional de acidos graxos essenciais
(AGE) no padrdo de expressdo das subunidades GluR1 e GluR2 no coliculo
superior apés o periodo critico de desenvolvimento (DPN28).

Os resultados indicaram um aumento de quatro vezes na expressdo da
subunidade GluR1, assim como na expressao de GluR2 nos animais AGE- quando

comparados ao grupo controle (FIGURA 23 E 24).
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FIGURA 23: Efeitos da restri¢ido de acidos graxos essenciais na expressio da subunidade GluR1
do receptor AMPA. (A) Deteccdo da expressdo de GluR1 no CS de animais DPN28. A expressao de
GluR1 aumentou no grupo restricio (AGE-), em comparacio ao controle (AGE+). (B) Controle de
carregamento em que a membrana utilizada no experimento foi corada com vermelho de Ponceau.
(C) Analise quantitativa confirmando um aumento da expressio de GluR1 nos animais restritos
em AGEs. n= 6. * para p<0,05.
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FIGURA 24: A restri¢do de acidos graxos essenciais aumenta a expressio da subunidade GluR2
do receptor AMPA. (A) Deteccdio da expressio de GluR2 no CS de animais DPN28. A expressio de
GluR2 aumentou cerca de quatro vezes no grupo restricio (AGE-), em comparacio ao controle
(AGE+). (B) Controle de carregamento em que a membrana utilizada no experimento foi corada
com vermelho de Ponceau. (C) Analise quantitativa confirmando um aumento da expressdo de
GluR1 nos animais restritos em AGEs. n= 4. * para p<0,05.
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4.6 Papel dos acidos graxos essenciais na modulacdo da expressiao da proteina

assoclada ao crescimento GAP-43

Os resultados anteriores nos sugerem a importancia dos acidos graxos
essenciais na modulacio e estabilizacio das conexées sindpticas em fases tardias
do desenvolvimento do sistema nervoso. A partir de entao, buscamos demonstrar
o papel desses lipidios bioativos na regulagao de proteinas relacionadas a eventos
de crescimento axonal e plasticidade.

A proteina associada ao crescimento GAP-43 é uma proteina pré-sinaptica
presente em cones de crescimento. Inicialmente encontra-se altamente expressa
durante o desenvolvimento neuronal, associada a eventos de crescimento
neuritico. Entretanto, sua expressao pode ser observada também em 1dades mais
tardias, estando, portanto relacionada a mecanismos de remodelamento sinaptico
e estabilizacao de conexédes. Estudos demonstram que o aumento no estado de
fosforilacio da GAP-43 (pGAP-43) estd diretamente envolvida na
neurotransmissido glutamatérgica (Luo & Vallano, 1995; Iannazzo, 2001).

Neste sentido, buscamos estudar os efeitos da restricio de AGE na
regulacdo da expressido da GAP-43 na sua forma fosforilada (pGAP-43). Para tal,
os animais do grupo AGE+ e AGE- foram mantidos em suas respectivas dietas
até DPN28, quando foram realizados os experimentos para preparo das amostras.

A determinacao dos resultados através de western blotting apontou que
animais com restricio de AGEs apresentaram menor expressiao de pGAP-43 em
seus coliculos superiores, quando comparados com o grupo controle (FIGURA 25).

A quantificacao das bandas de marcacao evidenciou uma reducao significativa de
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58% na expressao da proteina pGAP-43 entre o grupo AGE- quando comparado

ao grupo AGE+ (FIGURA 23).
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FIGURA 25: Restri¢do nutricional cronica de acidos graxos essenciais interfere na expressio de
GAP-43 fosforilada (pGAP-43). (A) Deteccdo da expressio de pGAP-43 em no CS de animais
DPN28. O grupo AGE- apresentou uma menor expressdo da proteina pGAP-43, quando
comparado ao grupo controle AGE+. (B) Controle de carregamento em que a membrana utilizada
no experimento foi corada com vermelho de Ponceau. (C) Andlise quantitativa do resultado
confirmando um diminui¢do de 58% da expressio de pGAP-43 nos animais com alimentacio
restrita em AGEs. n= 11. *** para p<0,001.
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5. DISCUSSAO

Os 4cidos graxos essenciais (AGEs) sdo importantes no desenvolvimento
cerebral e na plasticidade sinaptica, participando em eventos de fortalecimento
sinaptico e na regulacido da funcao neural por aumentar a fluidez e funcao das
membranas neuronais, no controle da expressao génica e mediando eventos de
sinalizacdo celular (Bazan, 2005; Chen & Bazan, 2005).

A infancia e o envelhecimento sio considerados periodos sensiveis, nos
quais a biodisponibilidade adequada de 4acidos graxos essenciais (AGEs) e 4cidos
graxos poliinsaturados (AGPI) de cadeia longa é crucial para o funcionamento
apropriado do SNC, importante para o desenvolvimento das fun¢ées cognitivas e
visuais. A deficiéncia de AGPI de cadeia longa nesses periodos gera efeitos no
aprendizado e memoéria, func¢do sensorial e comportamento. Trabalhos
recentemente publicados evidenciam as conseqiéncias da deficiéncia de acidos
graxos essenciais, em decorréncia da reducio da ingestdo de alimentos fontes por
conta das dietas modernas, com conseqiientes déficits neurologicos pela falta

desses nutrientes. (Marszalek & Lodish, 2005).

5.1 Restricao de acidos graxos essenciais altera a topografia retinotectal

O processamento adequado dos sentidos depende da formacgao precisa de
circuitos neurais durante o desenvolvimento. As representacoes topograficamente
organizadas da superficie receptora permitem a interpretacdo da informacao

sensorial, resultando em uma melhor habilidade cognitiva, fundamental para o
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estabelecimento da individualidade e singularidade humana (Serfaty et al, 2008)
(Lemke & Reber, 2005).

Através de uma abordagem nutricional, investigamos os efeitos dos acidos
graxos essenciais na manutencido das conexdes do sistema visual de ratos. Os
resultados indicaram que a restricao nutricional de acidos graxos essenciais
promove uma alteragdo na topografia retinotectal apds o periodo critico, ou seja,
em uma fase do desenvolvimento onde o sistema ja estd maduro e as sinapses se
mantém estabilizadas em pontos especificos (DPN28 e DPN42). Animais
alimentados com a dieta restrita (AGE-) apresentaram uma reorganizacdo nas
projecoes ipsolaterais, com dispersio de fibras para regiées mais superficiais do
CS (FIGURAS 15 E 17), confirmado pela andlise quantitativa que revelou um
aumento da densidade éptica nas regides dorsais do SGS/SZ (FIGURAS 16A E
18A). Foi observado ainda um espalhamento intralaminar dos terminais axonais,
indicado pelo aumento na densidade de fibras entre os aglomerados de marcacao
na regido ventral do CS (DO intercluster — FIGURAS 16C E 180).

A formacdo da topografia da via visual subcortical em mamiferos se
encerra ao final do periodo critico, que é caracterizado pela presenca de
aglomerados de marcacdo terminal descontinuos na regido ventral do CS.
Campello-Costa (2006) ja havia demonstrado evidéncias de que a via do 4cido
araquidonico modula a estabilizagao de projecgoes retinotectais ipsolaterais apos a
terceira semana pos-natal em roedores. O tratamento farmacolégico com injecoes
sistémicas de quinacrina, bloqueador da atividade da PLA2, induziu o
brotamento dos terminais axonais para camadas mais superficiais do CS,

condizente com estagios iniciais do desenvolvimento. Os resultados encontrados,
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portanto, corroboram com os apresentados previamente (Campello-Costa et al.,
2006), e sugerem que a privacio cronica de AGEs interfere na estabilizacdo
sinaptica. Estes resultados refletem um processo de reorganizacao tardia das
projecoes em funcdo de alteracoes na sinalizacdo retréograda ou,
alternativamente, um atraso no desenvolvimento no padrdo topografico
retinotectal.

As conexodes neurais se desenvolvem e sdo mantidas ativamente por meio
de interagdes neuroquimicas entre neuréonios e seus alvos. No sistema
retinotectal, sabe-se que o refinamento das projecées depende da ativacdo de
NMDAR, que controla a dinamica das arvores axonais pré-sinapticas. O bloqueio
de NMDAR aumenta a dinamica de adicdo e eliminacdao de ramos axonais no
sistema em desenvolvimento, sugerindo a existéncia de um sinal liberado da
célula pés-sindptica, regulando a dindmica do citoesqueleto (Schmidt, 1990).
Trabalho realizado por Leu et al (2008) demonstrou que a inibi¢cio da PLA2 do
tecto Optico, impedindo a liberacdo de AA na célula pds-sinaptica, produz efeitos
semelhantes aos encontrados com o bloqueio do receptor NMDA, com aumento na
dinamica dos ramos dendriticos, maior adi¢do e dele¢do de ramos, além de serem
observados ramos mais longos, caracteristicos de um padrao imaturo do sistema.

O AA pode regular a transmissao glutamatérgica através de mecanismos
pré-sinapticos, modulando a liberagao de glutamato, ou ainda apresentar efeitos
pbs-sindpticos, aumentando as correntes através de receptores NMDA (NMDAR)
(Schmidt et al, 2004). O desenvolvimento e estabilizacio da transmissdo
retinotectal envolve ativacdo de NMDAR e LTP, associado com aumento de

correntes AMPAR (Nishizaki et al, 1999). Os nossos resultados refletem os
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efeitos observados por Leu et al (2008), visto que a restricdo nutricional de AGEs
promoveu a dispersao de fibras para camadas mais superficiais do CS,
evidenciando o papel desses nutrientes na dinamica axonal, possivelmente por
interferir na liberacio de glutamato e/ou alterar a atividade dos receptores pos-

sinapticos glutamatérgicos.

5.2 Efeitos dos acidos graxos essenciais em um modelo de lesao

A reorganizacgao da via retinotectal ipsolateral induzida por lesdo de retina
representa um modelo para o estudo da plasticidade dos aferentes subcorticais
primarios no sistema nervoso central.

Estudos anteriores ja demonstraram efeitos da lesdo em regides especificas
da retina na reorganizacio das projecoes ipsolaterais do olho intacto. Animais em
estagios iniciais do desenvolvimento, apds receberem lesdo de retina temporal,
apresentaram uma denervacao na regiao antero-lateral do CS contralateral ao
olho lesado, e uma conseqiiente migracdo das projegoes ipsolaterais, do olho
intacto, para regides mais superficiais, gerando um padrdo bilaminar de
marcacido terminal. Lesbes de retina em idades mais tardias, apdés o periodo
critico, induzem rearranjos sutis, sendo observado aumento na densidade de
fibras apenas trés semanas apods lesdo. O tratamento farmacolégico com
quinacrina por uma semana em animais adultos (DPN21-28) exibiu uma
reorganizacao marcante das projegoes ipsolaterais, sugerindo um papel do acido
araquidonico e/ou seus metabdlitos na manutencdo de sinapses retinotectais
(Serfaty et al, 2005; Campello-Costa et al, 2006). Dessa forma, avaliamos o

efeito da restrigdo nutricional de AGEs na reorganizacgao das proje¢ées no modelo
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de plasticidade pods-lesdo. Animais alimentados com dieta AGE- até DPN28,
mantidos em sobrevida por uma semana apés a lesdo de retina (DPN20-28)
apresentaram uma expressiva dispersdo das projegoes para as regides mais
superficiais do CS, sendo observado um padrido bilaminar de marcacao
semelhante ao padrao observado em animais em fases 1niciais do
desenvolvimento submetidos ao mesmo protocolo de plasticidade (FIGURA 20).
Ainda foi constatado o espalhamento intralaminar dos terminais axonais,
confirmado pelo aumento da densidade éptica intercluster (FIGURA 22C).

Estes dados sugerem que perturbacbes na transmissio sinaptica em
decorréncia da auséncia de sinalizacao retrograda por meio do bloqueio
farmacolégico da sintese de AA (Campello-Costa et al, 2006) ou através da
restrigdo nutricional de AGEs reduzem a estabilidade de conexdes previamente
formadas e possibilitar o crescimento axonal, mesmo apds o término do periodo
critico. Os resultados sao alternativamente consistentes com um atraso no padrao
de maturagio retinotectal, jA que conexdes imaturas apresentam um padrao
semelhante de dispersdo de ax6nios nas camadas visuais do coliculo (Linden &
Serfaty, 1985). Este atraso de desenvolvimento poderia alterar a janela temporal
do periodo critico o que explicaria o aumento de plasticidade observado apés uma

lesdo de retina.

5.3 Papel dos lipidios bioativos na plasticidade sinaptica

Os estagios tardios do refinamento sinaptico observados durante o periodo

critico sao mediados principalmente por mecanismos celulares de potenciacao de
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longa duracdo (LTP) e depressio de longa duracdo (LTD), resultando,
respectivamente, na formacao de conexoOes precisas caracteristicas do padrao
adulto e na eliminacdo das sinapses transitérias (Cohen-Cory, 2002).

A LTP foi demonstrada primeiramente no hipocampo, onde a estimulacao
elétrica de alta frequéncia gera padroes de atividade sincronicos em células
correlacionadas, consistente com o fortalecimento de sinapses Hebbianas. Ja a
estimulacdo de baixa freqiiéncia (cerca de 1 Hz) promove uma progressiva
diminuicdo na eficdcia sindptica, caracterizando o fenémeno da LTD (Bliss &
Gardner-Medwin, 1973; Sjostrom et al, 2008). LTP e LTD s@o mecanismos
descritos no cértex visual (e somatossensorial) durante os periodos criticos
(Berardi et al, 2000). Especificamente na via retinotectal, estudo realizado por
Lo & Mize (2002) demonstrou a importancia dos fenémenos de LTP e LTD para o
refinamento destas projecoes. A LTD é observada em maior intensidade na
primeira semana do desenvolvimento pos-natal de roedores, ao passo que a LTP
aumenta sua magnitude a partir da segunda semana pés-natal (Lo & Mize,
2002).

O mecanismo de acio da LTP depende do influxo de cédlcio (Ca2*) mediado
pelo receptor NMDA (NMDAR) (Holt & Harris, 1993; Sheng & Kim, 2002;
Ruthazer & Cline, 2004). A atividade pareada e a forte ativacio de NMDAR
aumentam as concentragoes intracelulares de CaZ?*, fortalecendo as sinapses e
gerando estabilizacdo que é consistente com a LLTP, enquanto uma fraca ativagao
teria o efeito oposto, levando a processos de eliminacdo sinaptica, observados na
LTD (Sabatini et al, 2001; Cohen-Cory, 2002; Ruthazer & Cline, 2004). Pelo fato

do Ca2?* ser um importante segundo mensageiro, seus altos niveis provenientes a
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ativacdo de NMDAR gera respostas intracelulares que incluem a ativacio de
proteinas cinases envolvidas no fortalecimento sinaptico. Entretanto, uma menor
atividade NMDAR preferencialmente ativa proteinas fosfatases, associada a LTD
e conseqiientemente ao enfraquecimento das conexdes. (Wigstrom & Gustafsson,
1985; Penn & Shatz, 1999)

Diversos trabalhos evidenciam a importancia dos AGEs na sinalizagao
retrograda, principalmente do AA e do DHA, na regulacdo da neurotransmissao
excitatéoria. Contudo, esses acidos graxos podem sofrer a acdo de uma série de
enzimas e que, ao serem clivados, geram a formacdo de compostos lipidicos
importantes nos processos de estabilizacdo sinaptica. Eicosandides,
endocanabinéides e o fator de ativacdo plaquetaria (PAF) sdo os lipidios bioativos
mais estudados os quais atuam como mensageiros retrogrados na plasticidade
sinaptica e processos de memoria, assim como em condi¢bes patoldgicas e de
injuria.

As ciclooxigenases (COXs) participam da conversio do AA em eicosanéides.
A enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) é constitutivamente expressa em diversas
regides do SNC como hipocampo e cértex, sendo sua ativacdo induzida por
citocinas, fatores de crescimento e outros mediadores lipidicos. Neuro6nios do
hipocampo expressam COX-2 em condigoes basais. Entretanto, sua expressao
também pode ser modulada pela atividade sinaptica envolvendo receptores
NMDA. (Bazan, 2005; Yang & Chen, 2008). Estudos demonstraram que a inibicdo
da COX-2 reduz a LTP no hipocampo (Chen et al, 2002). Esse efeito também foi
observado no cértex visual (Akaneya & Tsumoto, 2006). A prostaglandina E2

(PGE2) é um dos principais produtos da via das COXs, regulando seletivamente
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propriedades sindpticas importantes (Petrova et al, 2007; Alix et al., 2008). Chen
e Bazan (2005) revelaram que a delecio da PGE2 endégena em neurdnios do
hipocampo de ratos gera fortes prejuizos na excitabilidade das membranas
neuronais, afetando assim a somacio temporal de PPSEs. Esses efeitos foram
revertidos através da aplicacdo exdgena de PGE2. Esse mecanismo de acao
parece ser mediado por vias dependentes de AMPc, através da ativacao de
proteinas cinases, como a proteina cinase A (PKA) e PKC. A PGE2 apresenta 4
tipos de receptores pré-sinapticos, evocando respostas celulares por diferentes
tipos de sinalizacdo. O receptor EP2 parece ser o mais importante em eventos de
LTP, visto que a menor expressao do receptor, através da utilizacao da técnica de
RNA de interferéncia, silenciou as correntes pds-sinapticas excitatorias induzidas
por PGE2. (Sang et al, 2005). Neste sentido, a presenca de COX-2 em espiculas
dendriticas e do fato do receptor EP2 ser encontrado em terminais pré-sinapticos,
podemos inferir a acdo da PGE2 como mensageiro retrogrado na regulacido da
transmissao sinaptica.

Outro importante mediador lipidico relacionado com transmissao sinaptica
é o fator de agregacdo plaquetaria (PAF). A acdo da PLA2 sobre os fosfolipidios de
membrana gera a liberacdo de AGE livre e do PAF na sua forma ainda inativa
(liso-PAF). Quando estimulado, liso-PAF é acetilado e transformado na sua forma
ativa, o PAF, podendo entdo atuar como mediador fisiolégico (Chen & Bazan,
2005) (Bazan, 2005). Como mensageiro retrégrado, PAF é liberado do neurénio
pos-sinaptico, aumentando a neurotransmissio excitatéria e assim, promovendo
eficiéncia sinaptica por indug¢do de LTP. O PAF é um fosfolipidio que medeia a

liberacdo de glutamato na LTP do hipocampo (Bazan et al, 1997). Antagonistas
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seletivos do receptor PAF tiveram a capacidade de inibir a inducao de LTP na
regiio CAl do hipocampo, no giro denteado (Arai & Lynch, 1992; Kato et al,

1994) e no cértex somatossensorial (Heusler & Boehmer, 2007).
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FIGURA 26: Representacio da atividade retrégrada dos acidos graxos essenciais (AGEs) e dos
principais compostos bioativos. Os AGEs, principalmente o 4cido araquidénico (AA) na sua forma
livre podem ser liberados do neurénio pds-sindptico e atuar na célula pré-sinaptica, regulando a
liberacdo de neurotransmissores e eventos de sinalizacdo celular. Os AGEs podem ainda serem
modificados pela a¢do de enzimas como as COX, gerando a formacéo de eicosandides que também
podem atuar na sinalizacdo retréograda. Outros compostos lipidicos como PAF, participam da via
do AA e podem também apresentar acio retrégrada. (Chen & Bazan, 2005)

5.4 Restricao nutricional de AGEs e impacto na expressao das subunidades

GluR1 e GluR2 dos receptores AMPA

Os receptores AMPA sdo tetrameros que apresentam propriedades
especificas. Podem ser homo ou heteroméricos dependendo da diversidade de
composicao de suas subunidades. Durante o desenvolvimento, a expressido do

receptor AMPA (AMPAR) funcional é observada em células com atividade
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NMDAR ja existente. A inser¢cdo de AMPAR dos estoques intracelulares para os
sitios poés-sinapticos depende de LTP, com a ativacdo concomitante do terminal
pré-sindptico (liberacdo de glutamato) e da célula pds-sindptica (despolarizacio),
e conseqiiente ativacio de NMDAR. (Barry & Ziff, 2002). As concentracdes de
Ca2* poés-sinapticos aumentam a insercao sinaptica de AMPAR em situacao de
LTP, ou a retirada de AMPAR da fenda sindptica no caso de LTD (Boehm &
Malinow, 2005). Dessa forma, o recrutamento sindptico de AMPAR é associado a
maturacao funcional das sinapses excitatérias. O aumento na taxa de correntes
mediada por AMPAR, relativo ao receptor NMDA é uma das caracteristicas que
define a maturacio das sinapses glutamatérgicas.

A concentracdo sinaptica das subunidades é diferencialmente regulada
durante processos de estabilizacdo e maturacio sindptica (Cohen-Cory, 2002).
Neuronios hipocampais de ratos adultos expressam primordialmente as
subunidades GluR1, GIuR2 e GluR3, com conformacdo preferencial pelos
heterodimeros GluR1/GluR2, GluR2/GluR3. (Man et al, 2000; Kessels &
Malinow, 2009). Neste trabalho, estudamos os efeitos da restricio cronica de
acidos graxos essenciais na regulacdo da expressdo das subunidades GluR1 e
GluR2 dos receptores AMPA. Os animais restritos em acidos graxos essenciais
(AGE-) apresentaram aumento na expressio das duas subunidades dos
receptores AMPA, GluR1 e GluR2, quando comparados com o grupo controle
(AGE+) (FIGURAS 23 E 24) .

Em fases iniciais do desenvolvimento, sinapses glutamatérgicas expressam
poucos receptores AMPA, compostos primordialmente por subunidades do tipo

GluR1 (Shi et al, 2001; Barry & Ziff, 2002). GluR2 é uma subunidade
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determinante para a funcao de AMPAR, determinante de propriedades biofisicas
como a cinética do receptor, condutancia do canal e permeabilidade a calcio. Em
células onde o GluR2 é altamente expresso, a grande maioria dos AMPAR contém
esta subunidade (Isaac et al, 2007).

Os efeitos de aumento das subunidades de AMPAR em nossos resultados
podem estar relacionados com o aumento de plasticidade de axonios retinotetctais
observado através do rompimento da topografia retinotectal. Portanto, a maior
expressao de subunidades GLUR1 e GLUR2 poderia ser explicada pelo aumento
do turnover sinaptico no coliculo superior.

Um dos principais mecanismos da atividade retrograda dos AGEs é o seu
papel na regulacao da liberacdo de neurotransmissores, visto que a ja foi
demonstrado que acidos graxos na sua forma livre aumentavam a liberacio de
glutamato no hipocampo (Nishizaki et al, 1999). Neste sentido, a restri¢do
nutricional de AGEs, pode influenciar a atividade pré-sinaptica, diminuindo a
liberacdo de glutamato na fenda sinaptica e conseqlientemente promover
alteracoes  poés-sinapticas, interferindo na atividade dos receptores
glutamatérgicos. O aumento na expressiao dessas subunidades, GluR1 e GluR2,
sugere uma tentativa do sistema em inserir mais AMPAR nas membranas
neuronais e permitir uma maior captacao de glutamato pela célula pds-sinaptica.

Outro fator importante sao alteragées provenientes da restrigao de acidos
graxos essenciais na composi¢do lipidica da membrana pés-sinaptica.
Modificacbes no microambiente lipidico do receptor podem influenciar sua
conformacdo, promovendo mudangas na interagdo entre o receptor e seus

ligantes. Alteragoes na composic¢ao de lipidios na membrana pds-sinaptica podem
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alterar a dinamica de proteinas que levam a insercdo de AMPAR nas sinapses
(Massicotte, 2000).

Os efeitos da restri¢cdo nutricional de AGEs na regulacao das subunidades
de AMPAR ainda n&o sdo conclusivos, visto que nio sabemos a relacdo de
receptores que se encontram nas sinapses ou em sitios extra-sinapticos. Além
disso, é relevante conhecer a expressao dos receptores NMDA e conhecer a
relacao entre NMDAR e AMPAR no CS dos animais AGE-, demonstrando de fato

os efeitos da restri¢do nutricional na neurotransmissao glutamatégica.

5.5 Efeitos dos AGEs na expressio da proteina GAP-43 fosforilada (pGAP-43)

Durante o desenvolvimento, a expressiao da proteina GAP-43 é observada
em cones de crescimento de axénios em expansdo e em terminais pré-sinapticos
imaturos. Apesar dos niveis de GAP-43 diminuirem apdés a maturacdo das
conexoOes sinapticas na maior parte do cérebro, alguns neurdnios continuam a
expressar em grandes concentracoes por toda a vida. O aumento na fosforilagao
da GAP-43 esta associado com a persisténcia da LTP e aumento na liberacao de
neurotransmissores, promovendo modificacées funcionais nos circuitos neurais.
(Benowitz et al, 1988; Benowitz et al, 1989)

Buscamos investigar a expressdo de proteinas GAP-43 fosforilada (pGAP-
43) em animais adultos (DPN28) submetidos a alimentacdo com a dieta controle e
a dieta restricdo. O grupo AGE- obteve uma diminui¢io na expressao de pGAP-43
no CS desses animais, quando comparado com o grupo AGE+ (FIGURA 25). Este

resultado sugere que a privac¢do nutricional, refletindo assim em uma menor



92

liberacao retrograda de AGEs, interfere na estabilizacdo sinaptica por alterar a
dinamica do terminal pré-sinaptico, promovendo uma menor atividade de GAP-43
e conseqliente regulacao das proteinas do citoesqueleto.

Altas concentracées de DHA sdo encontradas no cone de crescimento de
neuritos em crescimento. O DHA presente nos cones pode ser extremamente
1mportante para um crescimento maximo dos neuritos durante o desenvolvimento
e nos eventos de plasticidade sinaptica. Em animais adultos, o DHA é encontrado
nos dendritos neurais, onde pode estar envolvido na extensdo e no
estabelecimento da arborizacdo dendritica, processo que ocorre durante a
formacdo da memoéria (Marszalek & Lodish, 2005). Trabalhos demonstram que os
efeitos do DHA estdo relacionados a mecanismos de regulacdo da expressao
génica, visto que a restricdo nutricional por 15 semanas em ratos gera uma
reducido na atividade da proteina ligadora do elemento responsivo ao AMPc
(CREB). O CREB atua na regulacdo de diversos genes, incluindo o fator
neurotréfico associado ao cérebro (BDNF), cuja atividade facilita a transmissio
sinaptica e promove mecanismos de aprendizado e memoéria (Debski & Cline,
2002). A deplecdo de DHA diminui os niveis da proteina e do RNAm de BDNF no
cortex pré-frontal de ratos (Rao et al, 2007). Além disso, o DHA pode ser
importante para uma eficiente regeneracdo dos axonios e dendritos apods
situagoes de injuria neural. Ratos submetidos a injuria traumatica cerebral,
quando suplementados com acidos graxos ®-3, obtiveram reducdo no stress
oxidativo no hipocampo, além da manutencdo dos niveis de BDNF, sinapsina-I e
CREB, preservando a funcio neural e a plasticidade sindptica (Wu et al, 2004)

(Marszalek & Lodish, 2005).
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A sinalizagido retréograda é importante durante o desenvolvimento dos
circuitos cerebrais, visto que o receptor NMDA esta envolvido na integracao das
informacgoes nas células pos-sinapticas, de modo a estabilizar sinapses especificas
(Constantine-Paton et al, 1990). O bloqueio de NMDAR estd associado ao
aumento na dinamica da arvore axonal, provavelmente por alterar a liberacao de
AA, gerando desestabilizacdo dos contatos sinapticos, possivelmente por
interferir na estabilizagdo de F-actina. Essas interagdes sido importantes no
refinamento dependente de atividade das conexdes, entre terminais pré-
sinapticos com altos niveis de pGAP-43 e neurdnios pds-sinapticos expressando
NMDAR (Schaechter & Benowitz, 1993; Schmidt et a/, 2004).

O AA contribui para a manutencdo da LTP, mediando a liberacao de
neurotransmissores através de mecanismos pré-sinapticos, pela ativacio de PKC
pré-sinaptica. As isoformas de PKC sao distribuidas pelos terminas pré e pos-
sinapticos, sendo a PKC alfa localizada em células pré-sinapticas, a beta é
encontrada em terminais pré e pds, enquanto que a PKC gama é encontrada em
neurdnios pés-sinapticos (Shearman et a/, 1991; Nishizaki et al, 1999). PKC pré-
sinaptica ativa a GAP-43 durante a LTP, de modo que esse mecanismo é
importante em eventos de plasticidade sinaptica para promover o crescimento e
estabilizacdo de ramos especificos (Schmidt et al, 2004).

A inducdo de LTP por estimulos de alta freqiéncia aumenta
significantemente a fosforilagdo de GAP-43 dependente de PKC em fatias de
hipocampo de ratos adultos. O mesmo efeito ndo foi observado quando foi
utilizado um antagonista do receptor NMDA, aplicado durante os estimulos de

alta frequéncia, indicando que a expressdo de GAP-43 fosforilada por PKC
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depende da liberacdo de uma sinalizacdo retrégrada pds-sinaptica mediada por
NMDA. A aplicacao in vitro dos dois principais mensageiros retrogrados, AA e
NO revelou que o AA é capaz de promover a translocacao das isoformas de PKC
a/B, induzindo fosforilacdo de GAP-43 nestas condicdes (Luo & Vallano, 1995).
Este evento de fosforilacdo da GAP-43 por AA parece ter seu efeito aumentado na
presenca de Ca2+, o que sugere que a atividade de AA depende de liberacao de
glutamato e da plena atividade de seus receptores (Schaechter & Benowitz,
1993).

A ativacao de GAP-43 pela atividade retréograda de AA é importante para
modificacées funcionais e estruturais das arvores dendriticas que permitem o
estabelecimento dos terminails axonals em seus alvos especificos. Niveis
diminuidos de GAP-43 podem promover eventos de enfraquecimento sinaptico e
diminuicdo na liberacdo de neurotransmissores, podendo ocasionar
desestabilizacdo sinaptica e rompimento de topografia, diretamente relacionado

com os resultados observados através da restri¢do nutricional cronica dos AGEs.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou os efeitos da restricio nutricional cronica de
acidos graxos essenciais (AGE) sobre a manutencéo da topografia retinotectal de
roedores em idades tardias do desenvolvimento, correlacionando os efeitos
observados de reorganizacdo das projecoes ipsolaterais com a modulacao de
proteinas relacionadas a eventos de plasticidade sinaptica.

» A restricio de AGE promove a ruptura da topografia retinotectal em
animais DPN28. O grupo AGE- apresentou desestabilizacdo das projecoes
ipsolaterais com a conseqiiente dispersido para regides mais superficiais do
coliculo superior (CS), menor focalizacdo dos aglomerados de marcacdo, além de
um aumento na densidade de fibras entre os aglomerados.

» Foram observados os mesmos resultados em animais DPN42, trés
semanas apoés o término do periodo critico, em que os animais alimentados com a
dieta restricdo exibiram espalhamento das projecoes para regides superficiais do
CS e alteragoes na préopria camada de aglomerados de marcacao.

* Animais pertencentes ao grupo AGE- mantidos por uma semana de
sobrevida apés lesdo de retina temporal (DPN21-28) apresentaram efeitos
expressivos de reorganizacao plastica das projecoes retinotectais para as camadas
mais superficiais do CS, sendo inclusive observado padrao bilaminar de marcacao
caracteristico.

» A expressdo da proteina GAP-43 na sua forma fosforilada (pGAP-43)
diminuiu em animais restritos em AGE, sugerindo alteragoes na estabilizacao

das conexoes sinapticas.
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» A restri¢do nutricional de AGE promoveu o aumento na expressao das
subunidades do receptor AMPA, GluR1 e GluR2, sugerindo uma tentativa do

sistema em se reorganizar e se estabilizar em contatos sinapticos inespecificos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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